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Resumo 
 
 As proteínas FOXP (Fork head box p) desempenham funções essenciais no 
desenvolvimento e imunidade dos vertebrados. Os vertebrados apresentam quatro 
cópias enquanto que em invertebrados existe apenas um ortólogo (GC16899 em 
Drosophila melanogaster). Este facto sugere que os quatro genes de vertebrados 
surgiram por duplicação génica após a separação dos invertebrados. Ohno postulou 
que as duplicações génicas não são um problema para o organismo, mas sim a 
matéria prima para a diversificação evolutiva, permitindo a evolução de novas funções 
génicas. Após as duplicações as diferentes cópias poderão seguir trajectos distintos, 
nomeadamente silenciamento, neofuncionalização ou subfuncionalização. Este 
projecto teve como objectivo inferir o percurso evolutivo das diferentes cópias Foxp em 
vertebrados. 
 Determinámos a genealogia desta classe que mostra que o CG16899 está 
mais próximo do Foxp1 do que qualquer outro Foxp de vertebrados. A análise do 
ortólogo Foxp em Drosophila melanogaster resultou na clonagem de duas isoformas 
alternativas, e demonstramos a conservação deste padrão de splicing alternativo no 
Foxp1 de Mus musculus, e que o a isoforma dois degenerou no grupo 
Foxp2/Foxp3/Foxp4.  Com o estudo do perfil de expressão do CG16899 em 
Drosophila melanogaster  demosntrámos que as duas isoformas são expressas em 
todo os estádios de vida.  
 Os nossos resultados sugerem que esta classe génica surgiu através trés 
eventos de duplicação e que o grupo Foxp1, Foxp2 e Foxp4 neo/subfuncionalizou, 
enquanto o Foxp3 neofuncionalizou.   
 Determinámos também que a forma ancestral do gene não apresentava 
splicing alternativo e que a isoforma dois surgiu no grupo bilateria através de 
duplicação em tandem.  Estudos funcionais em Drosophila melanogaster são 
necessários para melhor perceber a evolução funcional desta classe génica. Análises 
de toda a estrutura génica dos genes d evertebrados, incluíndo a região promotora 
irão contribuir para perceber como os destinos funcionais de cada gene evoluiram a 
nível molecular. 
 
Palavras-chave 
FoxP, Duplicação génica, Splicing alternativo, Filogenia, Drosophila melanogaster, 
Mus musculus.. 
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Abstract 
 
FOXP proteins (Fork head box p) play an essential role in development and immunity 
of vertebrates. There are four FOXP proteins in vertebrates while in invertebrates there 
is only one ortholog (CG16899, in Drosophila melanogaster). This fact argues for gene 
duplication after the split from invertebrates. Ohno reasoned that gene duplications are 
not a burden on the organism, but rather the raw material for evolutionary 
diversification, allowing new gene functions to evolve. Theory suggests three 
alternative functional outcomes in the evolution of duplicate genes: degeneracy, 
neofunctionalization or subfunctionalization. This work aimed at inferring the 
evolutionary trajectory of this class and also the evolutionary outcome of the different 
copies of Foxp in vertebrates.  
 We determined the genealogy of this gene class showing that CG16899 
is more related to Foxp1 than to any other Foxp of vertebrates. Analysis of the 
Drosophila ortholog led to the cloning of two isoforms of CG16899. We report the 
conservation of this pattern of alternative splicing in FoxP1 of Mus musculus, and that 
the isoform two degenerated in Foxp2/Foxp3/Foxp4 group. In examining CG16899 
expression profile during ontogeny we found that the two isoforms are expressed in all 
life stages  
Our results suggest that this gene class arised by three duplication events and 
that Foxp1, 2 and 4 neo/subfunctionalized and that the Foxp3 neofunctionalized.  
We also found that the ancestral form of this gene had no alternative splicing, 
and that the isoform ALT2 probably arised in the bilateria group through tandem 
duplication. Accurate functional studies in Drosophila melanogaster are needed to 
better dissect the functional evolution of this gene class. Analysis of the all genic 
structure of the vertebrate genes including the promotor region will contribute to 
understand how this functional outcome arose at the molecular level. Some of these 
analyses have been initialized. 
 
 
Key words 
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Introdução 
 
1.1 - Duplicação génica – A reutilização do material genético preexistente.  
 
Os genomas da maior parte dos organismos contêm múltiplas cópias de genes 
que estão relacionados em termos de estrutura, função e que apresentam uma história 
evolutiva comum. Durante a última década ficou claro, do ponto de vista evolutivo, que 
a maior parte dos genes pode agrupar-se em grandes famílias génicas. Pensa-se que 
estas famílias génicas foram originadas por duplicações génicas de um gene ancestral 
(1). A duplicação génica é reconhecida como um factor proeminente na evolução dos 
eucariotas, sem um mecanismo para aumentar o material genético, o nosso ancestral 
comum primordial teria de possuir todos os componentes genéticos responsáveis pela 
diversidade de espécies observada hoje (2). Embora evolução primordial tenha sido 
acelerada pela invenção de novo, a larga distribuição de motivos e proteínas 
conservadas nos filos actuais indica que a diversidade actual existente, provém em 
grande parte, de novas combinações e modificações dos caracteres moleculares pré-
existentes. Ou seja, o aparecimento de novas funções génicas nos diferentes 
organismos por duplicação génica provém, em grande parte, da reutilização do 
material genético preexistente (3).  
A contribuição mais óbvia da duplicação génica para a evolução é o facto de 
fornecer material genético em que a mutação, selecção e deriva podem actuar, 
abrindo assim o caminho para novas oportunidades evolutivas (4). Dado que os genes 
duplicados são redundantes, umas das cópias está livre, em teoria, de 
constrangimento funcional e pode assim evoluir uma nova função. Uma cópia continua 
a desempenhar a função original enquanto a outra está livre para acumular mutações 
e possivelmente desenvolver novas funções. 
 
 
1.2 – Duplicação génica e evolução funcional. 
 Como é que os genes duplicados conseguem ultrapassar um estado inicial de 
completa redundância, onde uma cópia é considerada um custo, e chegar a uma 
situação estável em que as duas cópias são mantidas por selecção natural? 
 Em alguns casos é fácil identificar uma vantagem adaptativa para os 
organismos com múltiplas cópias de um gene, por exemplo, a sobre dosagem da 
proteína esterase em Culex pipiens aumenta a resistência a pesticidas (5). Os 
duplicados redundantes podem apresentar uma outra vantagem, como a de proteger o 
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genoma contra perturbações ambientais e contra mutações, isto porque caso uma 
cópia do genoma seja por alguma razão desactivada, uma outra com uma mesma 
função ou uma função muito semelhante pode exercer o mesmo papel. Contudo, um 
pressuposto fundamental é que dois genes resultantes de uma duplicação, para serem 
mantidos por selecção têm que divergir de alguma maneira. É assumido que a 
duplicação faz com que uma cópia fique sem constrangimentos, sem uma 
necessidade de cumprir uma função original, sendo deste modo possível este 
duplicado evoluir uma nova função (6). Esta neofuncionalização de um dos duplicados 
poderia então fornecer material genético para a evolução de um novo fenótipo.  
 Mas, quando a duplicação génica ocorre num indivíduo de uma população, 
assume-se que inicialmente o alelo duplicado seja neutro ou imediatamente vantajoso, 
caso contrário seria eliminado da população. Por outro lado para que ocorra 
neofuncionalização os duplicados tem que adquirir funções divergentes e se fixarem 
antes que um dos duplicados se torne um pseudogene. A selecção natural não 
reconhece potencial futuro, actua unicamente no presente. Dado que a maior parte da 
mutações que afectam a fitness são deletérias e como é geralmente assumido que os 
genes duplicados na altura da origem são funcionalmente redundantes, quase todos 
os modelos predizem que o destino normal de um dos duplicados será a degeneração 
de uma das cópias (7). Contudo, o 
estudo de vários genomas contraria 
esta hipótese, apontando para uma 
elevada taxa de retenção dos 
duplicados, muito maior do que a 
esperada.  
 Que alternativas existem então 
ao modelo de degeneração ou 
neofuncionalização? Force et al (8), 
propuseram o modelo de sub 
funcionalização para explicar a 
prevalência dos duplicados (Figura 1). 
Neste modelo, os dois duplicados vão 
sofrer mutações deletérias (perda de 
função), contudo esta perda de função 
é complementar. Ou seja, diferentes 
partes da proteína, ou promotor, 
responsáveis por diferentes funções serão afectadas em cada duplicado. Assim, 
ambos os duplicados são necessários para manter a função do gene ancestral, dado 
 
Duplicação
Degeneração
Complementação
Figura 1. Modelo de subfuncionalização. 
Mutações deletérias ocorrem em diferentes 
zonas dos dois duplicados, pelo que ocorre 
complementação, e ambas as cópias passam 
a ser necessárias para o organismo. A 
complementação pode ocorrer na sequência 
codificante mas também ao nível das regiões 
reguladoras. 
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que estas ficam divididas pelos duplicados. Neste caso o padrão de expressão dos 
duplicados será igual ao padrão do gene ancestral. Deste modo, é possível que as 
duas cópias sejam mantidas por selecção, e assim não é necessário uma mutação 
benéfica para manter ambas as cópias. É de notar, que, embora a subfuncionalização 
seja necessária para aumentar o tempo de retenção dos duplicados, este processo 
não é incompatível com a subsequente neofuncionalização, pelo contrário, a sub 
funcionalização aumenta o tempo de vida dos duplicados, que podem posteriormente 
evoluir novas funções (9).  
Resumindo, no que respeita à função dos duplicados a teoria sugere então três 
destinos alternativos na evolução de genes duplicados: (i) uma cópia pode 
simplesmente ser silenciada por mutações degenerativas, ou seja há degeneração e 
perda funcional do duplicado (pseudogene); (ii) uma cópia pode adquirir uma nova 
função que beneficia o organismo e persiste pela acção da selecção natural, 
mantendo a a outra cópia a função original (neo funcionalização); (iii) ou ambas as 
cópias podem dividir as funções entre si de modo que a sua função conjunta é a 
mesma que a do gene ancestral (sub funcionalização). É de notar que para aplicar o 
modelo de subfuncionalização o gene ancestral têm que ser pleiotrópico. Existe ainda 
uma quarta possibilidade a de subneofuncionalização, em que os duplicados dividem 
as funções do gene ancestral entre si e posteriormente adquirem novas funções. 
 
1.3 – Duplicações génicas durante a evolução dos vertebrados. 
Nos animais, as primeiras indicações de uma duplicação a larga escala foram 
encontradas com os genes Hox (10). Os genes Hox codificam para factores de 
transcrição que especificam o destino celular ao longo do eixo antero-posterior nos 
embriões dos animais bilatérios e ocorrem em um ou mais clusters de mais ou menos 
13 genes (11). Pensa-se que o cluster de genes Hox ancestral terá surgido a partir de 
um único gene por duplicações em tandem. A observação de que os protostómios 
invertebrados, como também o cefalocordado deuterostómio anfioxo possuem um 
único cluster, enquanto os Sarcopterygia (ex. peixes pulmonados), Teleósteos, 
Anfíbios, Répteis, Aves e Mamíferos possuem quatro clusters, suporta a hipótese de 
ter ocorrido dois eventos poliploidização no início da linhagem dos vertebrados (12) 
(Figura 2). Outras evidências que suportam esta hipótese vêm de análises 
filogenéticas a larga escala de várias famílias génicas (13). Foi proposto também um 
terceiro evento de duplicação na linhagem dos teleósteos (14).  
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Comparações do número de genes previstos de vertebrados com o de 
invertebrados sugere que os vertebrados tem mais genes que qualquer outro taxa 
animal, apresentando também mais membros da maioria das famílias génicas que 
codificam para genes que participam no desenvolvimento (2). O desenvolvimento do 
plano corporal dos vertebrados requer a acção combinatorial de muitos genes e, 
muitas estruturas específicas de vertebrados são marcadas pela expressão de genes 
duplicados (16).  
Qual será então o modelo de manutenção de duplicados mais comum? Alguns 
estudos revelam que o destino funcional mais comum é a subfuncionalização. Como 
por exemplo o caso da família Wnt8, em que um único gene em anfioxo possui vários 
domínios de expressão que parecem estar subdivididos entre os dois paralogos de 
vertebrados (17). Contudo os exemplos de sub-funcionalização são muito raros, na 
maior parte das famílias génicas existe mais evidência para a subneofuncionalização. 
Um bom exemplo deste caso é a evolução da família Sox1/Sox2/Sox3. No anfioxo 
(Cefalocordado) e drosófila existe apenas uma cópia que é expressa no sistema 
nervoso. Em vertebrados as várias cópias desta família expressam-se no sistema 
nervoso apresentando padrões de expressão complementares, o que indica 
subfuncionalização em relação ao ancestral. Contudo, em vertebrados, esta família 
expressa-se também fora do sistema nervoso. O Sox3 por exemplo, expressa-se nos 
ovários dos mamíferos, o que sugere que esta família além de subfuncionalizar 
adquiriu novas funções após o evento de duplicação (18).  
 
1.4 – Evolução da classe de proteínas Foxp por duplicação génica.  
A classe FoxP é uma classe de factores de transcrição essencial para o 
desenvolvimento dos vertebrados. Os dados disponíveis acerca de ratinho e humano 
sugerem que a classe P contêm quatro genes diferentes denominados de Foxp1 a 
Figura 2. Filogenia de alguns frupos pertencentes ao Filo Chordata. O primeiro evento de 
duplicação (1D) ainda não esta bem determinado. O segundo evento ocorreu  apenas nos 
gnathostomata e o terceiro (3D) nos Chondrichthyes (teleósteos). 
 13 
Foxp4 (19). Em Drosophila melanogaster e noutros invertebrados existe apenas um 
ortólogo da classe Foxp. Este gene é referido na Flybase (www.flybase.net) pelo 
símbolo CG16899. O facto de só existir um ortólogo sugere que os quatro Foxps 
existentes em vertebrados tenham surgido por duplicação génica após a divergência 
vertebrados/invertebrados 
A classe Foxp pertence a família de factores de transcrição Forkhead - FOX. O 
nome Forkhead deriva do produto do gene Forkhead (fhk) de Drosophila, que é 
necessário para a formação do padrão terminal do embrião (o knock out deste gene 
faz com que o embrião apresente forma de garfo) (20). Pouco depois da descoberta do 
fhk, identificou-se um novo grupo de factores de transcrição específicos do rim (família 
factor nuclear hepático 3 (HNF3)). As HFN3 apresentam domínios de ligação ao ADN 
com um elevado grau de semelhança ao domínio forkhead do gene fhk (21). A 
descoberta deste motivo forkhead levou à definição de uma nova família de factores 
de transcrição – família FOX. FOX (forkhead box) é agora usado como símbolo para 
todos os Factores de transcrição forkhead. 
  A análise filogenética de todas as proteínas Fox resultou na definição de 18 
classes, de A a P, classificadas em termos de estrutura (aminoacidos conservados 
dentro do domínio) e não de função. Dentro de cada classe o gene é identificado por 
um número (22). Os membros desta família desempenham um papel fundamental em 
diversos processos de desenvolvimento, como por exemplo na transducção de sinal, 
regulação da diferenciação e proliferação celulares (23).  
 A classe FoxP no entanto distingue-se de todas as outras classes Fox. Esta 
apresenta mais um domínio de ligação ao ADN, o domínio Zinc Finger. Outra 
característica particular é o facto das proteínas FOXP activarem a transcrição de 
outros genes através da formação de dímeros. Esta capacidade de dimerização é 
controlada por um motivo fecho de leucinas que se encontra na extremidade N das 
proteínas. Estas interações podem ser homotípicas mas também heterotípicas. 
Contudo este tipo de interacção heterotípica apenas se encontrou entre Foxp1, Foxp2 
e Foxp4 in vitro. O domínio zinc finger não é necessário para a dimerização contudo 
confere especificidade as interacções (24).  
Os genes Foxp influenciam o desenvolvimento de vários órgãos, incluído tubo 
digestivo, pulmões, coração e o cérebro (25). Foxp1 participa no desenvolvimento dos 
macrofagos e das células B ao nível da regulação génica dos genes RAG (26). No 
embrião de ratinho, é ainda expresso no mesênquima da cabeça, e na 
espancnopleura da mesoderme lateral (27). Foxp1 é também expresso durante a 
proliferação e diferenciação do miocárdio e endocárdio. No adulto é expresso no 
cérebro, intestinos, rim, coração e músculo esquelético. Em mamíferos Foxp1 
 14 
desempenha também um papel muito importante como um gene supressor de tumores 
(28). Foxp2 é crítico para o desenvolvimento das capacidades cognitivas e do próprio 
desenvolvimento do cérebro (25). Este gene participa também no desenvolvimento dos 
intestinos e pulmões sendo expresso no tecido muscular do epitélio do intestino e dos 
pulmões, sendo expresso em torno do epitélio das células áereas. Por sua vez o 
Foxp3 é crucial para o normal desenvolvimento das células T reguladoras (29) sendo o 
único gene que parece não ser pleiotrópico. Por fim o Foxp4 parece estar envolvido no 
desenvolvimento do tubo digestivo e pulmões (também no epitélio das células 
aéreas)(30). As últimas evidências em Xenopus indicam que este gene pode também 
ter um papel muito importante no desenvolvimento do cérebro, baço, fígado, rim e 
testículos.  
No ratinho, Foxp1, Foxp2 e Foxp4 são co-expressos no desenvolvimento e na 
maturação do cérebro (31), no desenvolvimento dos pulmões e tubo digestivo. Contudo, 
o Foxp1 e Foxp4 não conseguem compensar a falta do Foxp2 (32). A comparação dos 
padrões de expressão destes genes demonstra que o Foxp1, 2 e 4 apresentam 
domínios de expressão em comum, apresentando ao mesmo tempo características 
únicas. 
 Em invertebrados a função do gene Foxp (CG16899) ainda não foi descrita, 
nem foi determinado um perfil de expressão, pelo que neste momento não se pode 
prever semelhanças entre o comportamento deste gene e o de vertebrados.  
 
1.5– Classe Foxp e evolução funcional de duplicados em vertebrados. 
Como já foi referido, esta classe génica poderá ter surgido por duplicação génica após 
a divergência vertebrados/invertebrados. Com esta classe proteica como modelo de 
estudo temos a hipótese de perceber qual foi o modelo de preservação dos duplicados 
de modo a que estes adquirissem as funções que apresentam no presente, e testar o 
destino funcional de cada uma das cópias. Houve neo-funcionalização, ou sub 
funcionalização dos duplicados? Agora que se identificaram todos os genes desta 
classe em vertebrados, e que são conhecidos os seus padrões de expressão e 
algumas funções, podemos comparar a expressão/função destes genes e tentar 
perceber o que aconteceu. Para interpretar a evolução da função de cada um dos 
duplicados, é no entanto necessário determinar o padrão de duplicação desta família 
(as genealogias feitas até hoje ou não apresentam todas as cópias ou apresentam 
genealogias pouco robustas) (33,34). Através da comparação das sequências de todos 
os Foxp poderemos responder qual dos Foxp se encontra mais próximo do Foxp de 
invertebrados. Com o Foxp de invertebrados e com os quatro de vertebrados temos a 
possibilidade de determinar a função ancestral e determinar o que aconteceu a cada 
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uma das cópias. Deste modo, a análise funcional do Foxp de Drosophila melanogaster 
é uma ferramenta preciosa para a interpretação da história evolutiva desta família, 
dado que, possivelmente é a mais parecida com a forma ancestral. A Drosophila 
melanogaster torna-se então o elemento chave, o seu genoma está totalmente 
sequenciado e anotado, pelo que é o organismo ideal para realizar um estudo 
funcional de modo a determinar qual a função ancestral do Foxp antes do evento de 
duplicação em cordados.  
 
1.6 - Objectivos 
Este trabalho teve como objectivo inferir o padrão de duplicação da classe 
Foxp através da análise genómica in silico, e determinar qual a função ancestral do 
Foxp através do estudo funcional do único Foxp de Drosophila melanogaster e por 
último, perceber o percurso evolutivo das diferentes cópias integrando a informação 
obtida in silico e na análise funcional. Conjugando os dados da análise genómica 
tentámos inferir o que aconteceu a cada um dos duplicados, se neofuncionalização ou 
subfuncionalização.  
 Para determinar o padrão de duplicação construímos a genealogia desta classe 
de proteínas, e verificámos qual a posição relativa dos diferentes Foxp. Determinámos 
também, qual a estrutura génica de cada um dos Foxps in silico, de modo a corroborar 
a filogenia. Determinámos também onde o gene surgiu e como a sua estrutura evoluiu 
ao longo do reino animal. 
 No que respeita ao estudo funcional, o primeiro objectivo foi determinar os 
perfis de expressão durante a ontogenia de Drosophila melanogaster através de RT-
PCR e hibridação in situ. Para um estudo de expressão mais detalhado no futuro 
gerou-se uma construção com o promotor do CG16899 com GAL4. O segundo 
objectivo foi criar um mutante nulo para CG16899 através da excisão imprecisa de um 
elemento P (transposão) que se situa a 400pb a jusante do CG16899.  
Por fim tentou-se inferir o percurso evolutivo da classe Foxp integrando análise 
genómica in silico da classe Foxp e análise funcional do Foxp em Drosophila 
melanogaster. 
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2 - Materiais e Métodos 
 
Nota: A composição dos tampões, soluções e meios utilizados nos protocolos que a 
seguir se descrevem podem ser consultados no anexo 1.  
 
2.1 - Material biológico 
 
 Para a realização deste trabalho foram utilizados espécimes de Drosophila 
melanogaster. As linhas de Drosophila melanogaster utilizadas provenientes do 
Bloomington Drosophila Stock Center (Tabela 1) foram mantidas a 25ºC nas 
condições standard (35).  
O ciclo de D. melanogaster, a 25ºC, demora cerca de 10/11 dias, desde o ovo 
até ao adulto fértil. Após cerca de 22 horas eclode a primeira 1ª forma larvar esta ao 
final de 24 horas muda de cutícula e transforma-se na 2ªforma larvar. Novamente, 
após 24 horas, muda de cutícula e transforma-se na 3ª forma larvar. A forma larvar 
alimenta-se continuamente e cresce muito rapidamente ao longo dos estádios. Após 
três dias na 3ª forma larvar, esta deixa de escavar na comida e desloca-se para as 
zonas secas e começa a ficar imóvel, ao mesmo tempo segrega uma cutícula muito 
espessa e forma uma espécie de casulo – a pupa. Na fase de pupa ocorre a 
metamorfose que demora mais ou menos cinco dias. Esta envolve a quase total 
degradação dos tecidos larvares e a proliferação significativa dos discos imaginais 
(grupos de células que dão origem as estruturas do adulto). Da pupa eclode o 
indivíduo adulto que se torna fértil em cerca de 12 horas (35). 
A duração do ciclo de vida de D. melanogaster é dependente da temperatura, 
sendo que, a 18ºC o desenvolvimento demora o dobro do tempo. 
 
Tabela 1 – Linhas de Drosophila melanogaster. 
Linhas utilizadas 
OreR. 
w ; II ; III 
w ;   If   ;  TM6B 
      CyO   MKRS 
w ; II ; 5 – SZ - 3955 
                   TM3 
w ; Wg  ; ry Dr P{?2-3}99B 
      CyO             TM6C 
  
  
 Neste trabalho realizou-se também uma experiência em ratinho, contudo não 
houve necessidade de manutenção das linhas de ratinho porque o material que se 
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utilizou (ARN de vários tecidos) foi cedido pelo laboratório de Imunologia do instituto 
Gulbenkian de Ciência. 
 
 
2.2 – Análise in silico do loci CG16899 e CG32937. 
 
Recolheu-se toda a informação (sequências de DNA, RNA e proteína) acerca 
locus CG16899 na base de dados www.flybase.net. Efectuou-se as traduções das 
ORFs o software disponível em www.expasytools.com. Alinhou-se as sequências de 
aminoácidos dos domínios Zinc Finger e Forkhead de Drosophila melanogaster  com 
as sequências dos Foxps de Mus musculus com o software clustalw  disponível em 
www.ebi.ac.uk/clustalw/. (Thompson et al., 1994). 
 
 
2.3 – RT-PCR em Drosophila melanogaster. 
 
 
2.3.1 – Extracção de ADN genómico. 
 Para a extracção e purificação de ADN genómico utilizou-se o kit  
Núcleospin®Tissue (Macherey-Nagel). Congelou-se as amostras durante 10 minutos a 
-20ºC num tubo eppendorf (1.5ml). Após congelação macerou-se as amostras com um 
pilão, e seguiu-se o protocolo indicado no kit (anexo 2). No final de cada extracção 
quantificou-se o ADN espectrofotometria (Nanodrop Technologies). 
 
2.3.2 – Extracção de ARN. 
 Congelou-se o material biológico (embrião, larvas, pupa e adulto) -20ºC 
durante 10 minutos num tubo de eppendorf (1.5ml). Seguidamente macerou-se as 
amostras com um pilão. Aplicou-se 500ul de RNAwiz Isolation Reagent (Ambion), e 
seguiu-se o protocolo recomendado pela Ambion (anexo 3). No final de cada 
extracção quantificou-se o ARN por espectrofotometria (Nanodrop Technologies). 
 
2.3.3 – Reacção de transcrição reversa 
 A reacção de transcrição reversa realizou-se com o RevertAidTM H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) seguindo as instruções do kit (anexo 4). 
   
2.3.4 – Construção de oligonucleótidos iniciadores. 
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Utilizou-se o software primer3, disponível na Internet (http://frodo.wi.mit.edu/), 
para construir os oligonucleótidos iniciadores. Os oligonucleótidos foram  depois 
produzidos pela empresa STABvida. 
   
Oligonucleótido Sequência 
1 - Foxp cDNA Mid Foward 5’ CTGAATACGGAACATGGTTT 3’ 
2- Foxp cDNA Reverse 5’CTATTTGAGACCCACATACC 3’ 
3 - CG32937 Reverse 5’TTATCGATTGTGCTCATTG 3’ 
 
Estes oligonucleótidos apresentam uma temperatura de emparelhamento de 
52ºC, e a concentração de magnésio utilizada foi de 25mM. 
 
2.3.5 – PCR, Reacção de polimerização em cadeia. 
 Para todas as reacções a polimerase utilizada foi a TaqPolimerase (250U/ul) da 
Fermentas (anexo 5). Para cada reacção de PCR utilizou-se uma combinação de 
oligonucleótidos iniciadores específica.  
 
Combinações de primers 
FoxP cDNA Mid Forward - FoxP cDNA reverse 
FoxP cDNA Mid Forward – CG32937 Reverse 
 
 As condições da reacção foram as seguintes:  
 
 Temperatura Tempo Número de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
95ºC 5 min  
Desnaturação 
Annealing 
Extensão 
95ºC 
52ºC 
72ºC 
20 s 
30 s 
1.5 min 
 
35 ciclos 
Extensão final 72ºC 5 min  
 
 
2.3.6 – Electroforese em gel de agarose. 
 Dissolveu-se a agarose (Gibco-BRL) a quente em tampão TAE 1X, a uma 
concentração final de 1%. Adicionou-se 1ul de brometo de etídio (10mg/ml) por 50ml 
de gel. 
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2.3.7 – Purificação do produto de amplificação (PCR). 
 A purificação efectuou-se com o kit NucleoSpin®Extract II (Macherey-Nagel) 
segundo as instruções do kit (anexo 6).  
 
2.3.8 - Clonagem 
 Clonou-se produtos amplificados por PCR no vector comercial pGEM- T Easy 
(Promega). A reacção de ligação efectuou-se à temperatura ambiente durante durante 
a noite a 4ºC de acordo com o protocolo fornecido pela promega (anexo 7). 
 Procedeu-se à transformação. A 100ul de células competentes E.coli DH5a, 
adicionou-se a reacção de ligação. Incubou-se durante 15 minutos em gelo, 45 
segundos a 42ºC e por fim, 2 minutos em gelo. Em condições de assepsia adicionou-
se 900ul de meio líquido LB e incubou-se durante 45 minutos, com agitação (300rpm).  
Plaqueou-se as bactérias em meio LB sólido com ampicilina (100ug/ml). As placas de 
petri foram incubadas durante a noite a 37ºC. Antes do plaqueamento adicionou-se as 
placas de petri com meio LB sólido 4 µl IPTG (20%w/v) e 40µl X-GAL (2%w/v). 
  
2.3.9 – Extracção de ADN plasmídico. 
 O processo de extracção iniciou-se com a amplificação do plasmídeo 
recombinante em bactérias. Inoculou-se 4ml de meio líquido LB com ampicilina 
(100ug/ml) com uma colónia se E.coli obtida no passo 2.3.8 e incubou-se a 37ºC 
durante 16 horas com agitação. Seguidamente efectuou-se o protocolo de extracção 
com o High Pure Plasmid Isolation Kit; (Roche) (anexo 8). Quantificou-se o ADN 
plasmídico por espectrofotometria com o comprimento de onda de 220-275 nm no 
espectrofotometro (Nanodrop Technologies). O ADN foi depois guardado a -20ºC. 
 
2.3.10 – Sequenciação dos fragmentos obtidos por PCR 
A reacção de sequenciação realizou-se com os oligonucleótidos T7 e SP6 
(promega) segundo o protocolo cedido pelo serviço de sequenciação do Instituto 
Gulbenkian de Ciência (anexo 9).  
 
2.3.11 – Alinhamento  
Efectuou-se os alinhamentos com software clustalw disponível em 
www.ebi.ac.uk/clustalw/. (Thompson et al., 1994). 
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2.4 – Análise do perfil de expressão do Foxp (CG16899) através de 
hibridação in situ e construção promotor:GAL4. 
 
 
2.4.1 – Hibridação in situ com sondas de ARN. 
 
 
2.4.1.1 – Construção de sondas de ARN 
  Construíu-se sondas de ARN para o domínio Forkhead do CG16899, por 
transcrição in vitro com o DIG RNA labeling Kit (SP6/T7) da Roche a partir da cadeia-
molde do ADN plasmídico obtido no ponto 2.3.9.  
A reacção de transcrição e purificação das sondas realizou-se de acordo com o 
protocolo fornecido pela Roche (anexo 10).  
   
2.4.1.2 - Processo de Fixação de embriões 
Colocou-se os embriões numa solução de líxivia a 50% durante 3 minutos. 
Lavou-se copiosamente com água. Removeu-se o excesso de líquido do filtro. 
Transferiu-se os embriões para a solução fixante (5ml de formaldeído (Sigma) a 4% 
em PBS-DEPC e 5ml de Heptano (Sigma). Agitação durante 60 minutos. Removeu-se 
a fase inferior da solução fixante. Adicionou-se 5ml de metanol e agitou-se 
vigorosamente durante 30 segundos. Transferiu-se os embriões que se encontravam 
no fundo do frasco com uma pipeta com ponta cortada para um tubo de 1.5ml. Lavou-
se 3x durante 10 minutos com 1ml de metanol (Sigma).  
 
2.4.1.3 - Hibridação in situ fluorescente. 
Re-hidratou-se os embriões com 4 lavagens de metanol em PBT nas proporções 
7:3, 5:5, 3:7, 1:0, durante 5 minutos cada com agitação. Lavou-se 2x em PBT durante 
5 minutos com agitação. Fixou-se durante 60 minutos em 1ml de formaldeído 4% em 
PBT com agitação. Lavou-se os embriões em PBT 3 vezes durante 5 minutos com 
agitação. Incubou-se com 500ul de proteinaseK (3µg/µl em PBT) durante 13 minutos à 
temperatura ambiente com agitação. Incubou-se durante 1 hora no gelo. Removeu-se 
a solução de proteinaseK, lavou-se com 1ml de solução de glicina (Sigma) (2mg/ml em 
PBT) durante 2 minutos com agitação. Lavou-se 2 vezes em PBT durante 5 minutos. 
Fixou-se novamente durante 30 minutos em 1ml de Formaldeído 4% em PBT. Lavou-
se 5 vezes em PBT durante 5 minutos. 
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Lavou-se os embriões com 1ml de solução de hibridação em PBT na proporção de 
1:1 durante 10 minutos. Substituiu-se por 1ml de solução de hibridação. Incubou-se 
durante 2 horas a 56ºC. Adicionou-se 100ng de sonda a 100ul de solução de 
hibridação. Aqueceu-se 3 minutos a 80ºC. Arrefeceu-se a solução com a sonda em 
gelo durante 5 minutos. Retirou-se a solução de hibridação do tubo e adicionou-se a 
solução de hibridação+sonda. Incubou-se 16 horas a 56ºC.  
Pré-aqueceu-se todas as soluções a 56ºC. Removeu-se a solução de hibridação 
com a sonda e lavou-se os embriões com solução de hibridação a 56ºC. Substituiu-se 
outra vez por 500ul de solução de hibridação e incubar a 56ºC durante 15 minutos. 
Lavou-se 3 vezes durante 15 minutos com solução de hibridação em PBT nas 
seguintes proporções: 3:1, 1:1, 1:3. Lavou-se 6 vezes durante 5 minutos com PBT pré 
aquecido com agitação e deixou-se arrefecer à temperatura ambiente. 
Bloqueou-se com PBTB durante 1 hora com agitação. Incubou-se com 500µl de 
anticorpo anti-DIG conjugado com biotina (Biotin-SP-conjugated IgG Fraction 
Monoclonal Mouse Anti-Digoxin, disponível em Jakckson ImmunoResearch 
Laboratories, INC.) (1:500 em PBTB) durante 2 horas à temperatura ambiente. Lavou-
se 8 vezes com PBT durante 10 minutos. Incubou-se com 200ul de streptavidina-HRP 
(TSA kit#22, Stratagene instruções no anexo 9) (1:100 em PBTB) durante 1 hora. 
Lavou-se 8 vezes com PBTB durante 10 minutos. Lavou-se 1 vez em PBT e 2 vezes 
em PBS 5 minutos cada. 
Removeu-se o PBS e adicionar 150ul de solução de tiramida (1:50 no respectivo 
tampão,TSA kit#22, Stratagene instruções em anexo). Incubou-se no escuro durante 
40 minutos com agitação. Lavou-se 8 vezes em PBS durante 10 minutos. 
Ressuspendeu-se os embriões em 200ul de glicerol a 70%. Esperou-se que os 
embriões se depositem O/N no escuro a 4ºC. 
 Transferiu-se uma aliquota de embriões (30ul) para uma lâmina. Selou-se a 
lamela com verniz transparente. Analisou-se os embriões com microscopia confocal. 
 
2.4.2 - Construção PromotorFOXP:GAL4. 
 
2.4.2.1 – Construção de oligonúcleótidos iniciadores 
 Semelhante ao ponto 2.3.4.  
 
Oligonucleótido Sequência 
1 – Promotor FoxP Forward 5’ TCG TCG ACT TTA GAT GGA ATT TAA 3´ 
2 – Promotor FoxP Reverse 5’ TTT AAA ACT CGA GAA TTT ATA ATC A 3’ 
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2.4.2.2 - PCR – Reacção de polimerização em cadeia para amplificação do 
promotor. 
 Utilizou-se a polimerase Expand High FidelityPLUS PCR System  (Roche) 
seguindo o protocolo fornecido pela Roche (anexo 12), à excepção da concentração 
de magnésio  final, que neste caso foi de 1.5mM. 
 
O programa da reacção foi o seguinte:  
 
 Temperatura Tempo Nº. de ciclos 
Desnaturação inicial 94ºC 2 min  
Desnaturação 
Annealing 
Extensão 
94ºC 
51ºC 
72ºC 
30 s 
30 s 
2 min 
 
10 ciclos 
Desnaturação 
Annealing 
Extensão 
94ºC 
51ºC 
72ºC 
30 s 
30 s 
2 min + 5 s por ciclo 
 
20 ciclos 
Extensão final 72ºC 5 min  
 
 
2.4.2.3 – Electroforese em gel de agarose. 
 Efectuou-se como no ponto 2.3.6. 
 
2.4.2.4 – Purificação do produto de amplificação  de PCR. 
 Efectuou-se como no ponto 2.3.6. 
 
2.4.2.5 – Clonagem do fragmento de genómico do promotor em pGEM-Teasy, 
extracção do ADN plasmídico,  sequenciação e alinhamento. 
 Efectuado como no ponto 2.3.7, 2.3.8, 2.3.9, 2.3.10 e 2.3.11 respectivamente. 
 
2.4.2.6 – Reacção de restrição do promotor clonado em pGEM-Teasy .  
Realizou-se uma reacção de restrição com NotI (Fermentas) de acordo com o 
protocolo fornecido pela Fermentas (anexo 13) Seguidamente correu-se o produto de 
restrição num gel de agarose a 1% e o purificou-se o promotor purificado com o kit 
referido 2.3.6. 
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2.4.2.7 – Reacção de restrição do pCasper3GAL4 (pC3G4).  
Linearizou-se o vector pC3G4 (mapa no anexo 14), novamente com NotI 
(Fermentas). A restrição efectuou-se de acordo com o protocolo fornecido pela 
Fermentas. Correu-se o produto de restrição num gel de agarose a 1% e o vector 
linearizado purificado com o kit referido na tarefa 2.3.6.  
 
2.4.2.8 – Clonagem do promotor no vector pC3GAL4 e extracção do ADN 
plasmídico. 
A reacção de ligação entre o promotor e o vector pC3G4, transformação e 
purificação do ADN plasmidico foi efectuada como nos pontos 2.3.7, 2.3.8, 2.3.9, 
respectivamente. Á excepção da proporção entre vector (pC3G4) e inserto (promotor), 
neste caso, utilizou-se uma proporção de 1:2 e do plaquemento que se efectuou sem 
IPTG e X-GAL. Para seleccionar os clones com a inserção na orientação correcta 
efectuou-se uma reacção de restrição usando a enzima BglII (Promega) (Anexo 15). A 
reacção foi feita de acordo com o protocolo fornecido pela Promega. O ADN 
plasmídico com o inserto na orientação correcta foi depois conservado a -20ºC. 
 
 
2.5 – Construção de um mutante nulo para Foxp em Drosophila 
melanogaster através da excisão do elemento P inserido no CG32937. 
 
Efectuaram-se cruzamentos de modo a criar stocks independentes de saltos 
únicos do elemento P inserido na ORF do CG32937.  
 
 Cruzamento 1 – Machos da linha do elemento P com fêmeas virgens da linha 
de transposase.  
 
  
 
  
 Cruzamento 2 – Da F1 resultante do cruzamento 1 seleccionou-se os machos 
que apresentassem o elemento P e transposase ao mesmo tempo. Cruzou-se estes 
machos com fêmeas virgens de uma linha de moscas balanceada. 
 
 
 
?  w ; II ; 5 – SZ – 3955         x       ? w ; Wg  ; ry Dr P{? 2-3}99B 
                                                     CyO              TM3 
        ? w ;     II   ; ry Dr P{? 2-3}99B    x     ? w ;   If   ;  TM6B 
                   CyO       5 – SZ – 3955                       CyO   MKRS 
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 Cruzamento 3 – Da F1 resultante do cruzamento 2 seleccionou-se indivíduos 
que já não contivessem no seu genoma o elemento p e a transposase. Cruzou-se 
cada indivíduo, separadamente, uma outra vez com a linha balanceada. 
 
 
 
 Cruzamento 4 – Da F1 resultante seleccionou-se indivíduos que 
apresentassem a delecção sobre um dos balanceadores e cruzou-se com outro 
indivíduo com o mesmo a criar homozigóticos para a delecção. 
 
 
 
  Da F1 resultante deste cruzamento seleccionou-se indivíduos homozigóticos. 
Seguidamente extraiu-se o ADN genómico destes indivíduos como descrito no ponto 
2.3.1. Para verificar se o CG16899 tinha sido removido pelo salto do elemento p 
realizou-se uma reacção de amplificação em cadeia sobre este gene com o par de 
oligonucleótidos iniciadores FoxP cDNA Mid Forward - FoxP cDNA reverse. As 
condições da reacção foram semelhantes ao ponto 2.3.5.  
 
2.6 – RT-PCR em Mus musculus. 
 
2.6.1 – Construção de oligonucleótidos iniciadores, reacção de transcrição 
reversa, reacção de polimerização em cadeia, purificação do produto de 
amplificação, clonagem, extracção de ADN plasmídico, sequenciação dos 
fragmentos obtidos por PCR, alinhamento. 
 Efectuou-se como descrito na tarefa 2.3. Como referido acima, o ARN foi-nos 
cedido pelo não foi necessário extrair ARN. Efectou-se a RT-PCR em ARN 
proveniente de vários tecidos nomeadamente: timo, coração, testículos, fígado, 
pulmão, baço, cérebro, e fígado fetal. As sequências do oligonucleotidos iniciadores 
utilizados,  as combinações utilizadas, e as condições de reacção são as seguintes: 
Oligonucleótido Sequência 
1 – Foxp1 Zinc Foward 5’- CAG CCA CCC TCT CTA TGG AC -3’ 
2 – Foxp1 Zinc Reverse 5’- CCG AGC TTT GGG TTC TGT AG-3’ 
3 -  Foxp1 FHK Const Foward 5’-TCT CCA GAA AAG CAG CTA AC-3’ 
4 – Foxp1 Alt1 Reverse 5’- CGT ACC CAC TGA TCT  TTT  GT-3’ 
5 – Foxp1 Alt2 Reverse 5’- ATC ATC AAC TGT CCA AAA GG-3’ 
              w ;     If   ; MKRS or TM6B    x     w ;   If   ;  TM6B 
                      CyO        delecção                         CyO   MKRS 
              w ;     If   ; MKRS or TM6B    x     w ;   If   ;  MKRS or TM6B 
                      CyO        delecção                         CyO          delecção 
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Combinações de primers 
Foxp1 Zinc Foward - Foxp1 Zinc Reverse 
Foxp1 FHK Const Foward - Foxp1 Alt1 Reverse 
Foxp1 FHK Const Foward - Foxp1 Alt2 Reverse 
 
 
 Temperatura Tempo Número de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
95ºC 5 min  
Desnaturação 
Annealing 
Extensão 
95ºC 
50ºC 
72ºC 
20 s 
30 s 
30s 
 
35 ciclos 
Extensão final 72ºC 5 min  
 
 
 
   
2.6 – Análise genómica da classe Foxp 
 
 
2.6.1- Aquisição de sequências. 
 As sequências de Mus musculus (mamífero), Danio Rerio (teleósteo), Homo 
sapiens (mamíferp), Anopheles Gambiae (díptero), Ciona savignyi (urocordado), 
Chaenorhabditis elegans (nematode) foram retiradas da base de dados Ensembl: 
www.ensembl.org. 
 As sequências de Branchiostoma floridae (cefalocordado), Daphnia pulex 
(crustáceo), Lottia gigantea (molusco), Nematostella vectensis (cnidário), Capittela sp. 
I (anelídeo), Trichoplax ahaerens (placozoário) foram retiradas da JGI Eukariotic 
genomics: http://genome.jgi-psf.org/. 
  As sequências de Bombix mori (lepidoptero), Tribolium castaneum (coleoptero), 
Suberites domuncula (porifera), foram retiradas de dados NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov. 
 Descartou-se a sequência dp gene Foxp3 de Danio rerio por se apresentar a 
primeira parte do domínio Forkhead incompleta. 
 
2.6.2 – Identificação dos genes Foxp  homólogos. 
Utilizou-se a sequência do domínio Forkhead de Drosophila melanogaster para 
procurar nas bases de dados os genes homólogos. A procura efectuou-se com o 
 26 
método tBLASTn nas bases de dados indicadas, só foram considerados o homólogos 
que apresentassem um e-value menor que 10-10. 
 
2.6.3 – A tradução das sequências de ADN.  
A tradução de ORFs para proteína realizou-se com o software disponível em 
www.expasytools.com. 
 
2.6.4 – Alinhamento e Análise filogenética. 
 O alinhamento de sequências de ADN efectuou-se com o CLUSTALX (36) 
versão 2.0. Apenas se inclui na análise as sequências de ADN que correspondem a 
regiões conservadas, domínio ZincFinger e Forkhead (mais de 50% de identidade). 
 Realizou-se as reconstruções filogenéticas com os métodos de Máxima 
verosimilhança (ML) e Neighbour joining (NJ) com a versão 4.0b10 do PAUP* (37) e 
também através do método Bayesiano com o MrBayes versão 3.1.2. (38). Neste método 
utilizou-se quatro Cadeias Markov Monte Carlo que correram por 2x106 iterações, 
amostrou-se as árvores a cada 100 gerações. Descartou-se as primeiras 8000 árvores 
amostradas (8x105 iterações).  
 Para determinar qual o modelo de evolução que melhor se ajustava aos nossos 
dados utilizou-se a versão 3.06 do programa MODELTEST (39).  
 No método ML efectuou-se a procura da melhor árvore através de uma busca 
heurística com o algoritmo TBR (Tree Bisection and reconnection). 
 Utilizou-se também o procedimento de re-amostragem por bootstrap, para o ML 
e NJ, com 100 réplicas (40). 
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3 – Resultados 
 
 
3.1 – Estudo in silico dos loci CG16899 e CG32937 sugere que os dois locus são 
um único gene com splicing alternativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Resultados do estudo in silico dos loci CG16899 e CG32937. A. Previsão do tamanho 
do gene (gene span), da estrutura génica (mRNA) e da sequência codificante (CDS). As barras 
por baixo da CDS correspondem à localização do domínio Zinc finger (cinzento), da primeira 
parte do domínio Forkhead (vermelho) e da segunda parte do domínio Forkhead (amarelo). O 
domínio Forkhead está dividido entre os dois últimos exões do CG16899, enquanto que o 
ZincFinger encontra-se dividido nos dois primeiros. B. Alinhamento das sequências proteicas 
dos domínios Zinc finger e Forkhead do Foxp de Drosophila melanogaster CG16899 com os 
quatro Foxp de Mus musculus. C. Alinhamento da sequência proteica CG32937 com a segunda 
parte do domínio Forkhead do CG16899. Os astericos indicam os pares de bases que 
semelhantes entre as sequências. 
A.
CG32937. NAIRTNLSLH KCFVRYEDDF GSFWMVDDNE
CG16899.   NAVRHNLSLH KCFMRVENVK GAVWTVDEIE
** * ***** *** * *    *  * **  *
Domínio Zinc finger
CG16899. CRWPGCEMDLEDITSFVKHLNTEH
Foxp2.     CKWPGCESICEDFGQFLKHLNNEH
Foxp4.     CKWPGCETLCEDLGQFIKHLNTEH
Foxp1.     CKWPGCEAVCDDFPAFLKHLNSEH
Foxp3.     CKWPGCEKVFEEPEEFLKHCQADH
* *****        * **    * 
2ª parte do domínio Forkhead
CG16899. NAVRHNLSLHKCFMRVENVKGAVWTVDE
Foxp2.     NAVRHNLSLHKCFVRVENVKGAVWTVDE
Foxp4.     NAVRHNLSLHKCFVRVENVKGAVWTVDE
Foxp1.     NAVRHNLSLHKCFVRVENVKGAVWTVDE
Foxp3.     NAIRHNLSLHKCFVRVESEKGAVWTVDE
** ********** ***  *********  
1ª parte do domínio Forkhead
CG16899. AIIDSPDKQLTLNEIYNWFQNTFCYFRRNAATWK 
Foxp2.     AIMESSDRQLTLNEIYSWFTRTFAYFRRNAATWK 
Foxp4.     AILETPDRQLTLNEIYNWFTRMFAYFRRNTATWK 
Foxp1.     AILESPEKQLTLNEIYNWFTRMFAYFRRNAATWK 
Foxp3.     AILEAPERQRTLNEIYHWFTRMFAYFRNHPATWK
**      * ****** **   * ***   ****
B.
C.
Zinc finger 1ºFHK 2º FHK
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A primeira tarefa consistiu na análise in silico do locus CG16899 e também da 
análise do locus CG32937. Ambos os locus se situam no cromossoma 3 no braço 
direito. 
Na figura 3A temos as previsões dos genes e da sua estrutura génica. O 
CG16899 apresenta sete exões e a extensão de todo o gene é de 3900 pares de 
bases, sendo que o promotor apresenta 1800 pares de bases. O domínio Forkhead 
encontra-se dividido entre os dois últimos exões sendo que o penúltimo corresponde à 
primeira parte do FHK. A segunda parte do domínio FHK esta codificada no último 
exão do CG16899. Como podemos observar na figura 1B o Foxp de Drosophila 
melanogaster (CG16899) é muito semelhante com qualquer um dos Foxps de Mus 
musculus, apresentando 64% de identidade nos três domínios que definem esta 
classe génica, o que confirma a ortologia entre estes genes.  
O locus CG32937 foi analisado porque apresentava características pouco 
comuns: 1) para um gene é muito pequeno apresentando apenas um exão de 450 
pares de bases (pb); 2) grande parte da extremidade 3’ do gene é considerada como 
UTR pelo que a parte codificante é muito pequena e; 3) situa-se a 400 pb a jusante do 
CG16899. A tradução de todo o fragmento de 400 pares de bases (UTR incluída) do 
CG32937 resultou num domínio Forkhead incompleto em que faltava a extremidade N 
do FHK. O alinhamento da sequência proteica do CG32937 com a sequência proteica 
da segunda parte do domínio Forkhead do CG16899 mostra que as duas são muito 
semelhantes (60% identidade) (Figura 3C.). Estes resultados sugerem que o CG32937 
pode ser um exão extra do Foxp de Drosophila melanogaster. Contudo, não faz 
sentidos existirem dois domínios FHK, um dos quais seria incompleto. A nossa 
hipótese é que poderia ocorrer splicing alternativo. Deste modo, o domínio Forkhead 
teria duas isoformas, em que os exões que constituem a segunda parte do FHK 
identificariam as duas isoformas (Figura 3). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Promotor Alt1 Alt2=CG32937C
Alt1 ou Alt2CC
Motivo Forkhead
A.
B.
Figura 4. Estrutura génica do Foxp de Drosophila melanogaster. A. O espaço entre as 
caixas (exões) representa os intrões. As linhas que ligam os trés últimos exões representam 
as duas putativas isoformas deste gene. O Foxp de D. melanogaster  contêm dois motivos 
de ligação ao ADN:  ZincFinger e o Forkhead, este domínios são extremamente 
conservados entre os elementos da classe Foxp. B, As duas putativas isoformas diferem ao 
nível da constituição do domínio Forkhead. 
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 O nosso próximo passo foi confirmar se realmente existiria splicing alternativo 
em D. melanogaster. 
 
3.2 - Identificação de duas isoformas alternativas de Foxp que são expressas em 
todos os estádios de vida de D. melanogaster. 
Com o objectivo de comprovar se realmente existiria splicing alternativo e de 
determinar qual o perfil de expressão do Foxp ao longo da vida do organismo realizou-
se uma reacção de transcrição reversa. Para tal usou-se uma combinação de 
oligonucleótidos iniciadores que amplificasse as duas putativas isoformas. O Forward 
é o mesmo para as duas isoformas, um dos reversos situa-se no fim do CG16899 e o 
outro no fim do CG32937. Deste modo se realmente existir splicing alternativo espera-
se que o produto de amplificação com o primer reverso CG32937 não contenha o 
último exão do CG16899.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A figura 3 é o resultado da transcrição reversa que confirma que o CG16899 e 
CG32937 são um único locus que apresenta splicing alternativo. Usando o mesmo 
Fig. 5. Foxp de Drosophila apresenta duas isoformas que são expressas em todos os 
estádios de vida do organismo. A, Detecção de mARN do CG16899 e CG32937 por RT-
PCR nos estádios indicados detectados pelas combinações de oligonucleótidos seguintes: 
Alt1 (Foxp cDNA Mid Foward/Foxp cDNA Reverse), Alt2 (Foxp cDNA Mid Foward/CG32937 
Reverse), Nos (nosFwd/nosFwd) como controlo para contaminações com genómico. Para a 
combinação Alt1 (isoforma1) o tamanho esperado para genómico é de 1430 pares de 
bases, para o cDNA é de 800. No que respeita à combinação Alt2 (isoforma2) os tamanhos 
esperados são de 2270 e 1050 pares de bases para genómico e cDNA respectivamente. B, 
Estrutura génica do Foxp de Drosophila melanogaster. O espaço entre as caixas (exões) 
representa os intrões. As linhas que ligam os trés últimos exões representam as duas 
isoformas deste gene. O Foxp de Drosophila melanogaster contém dois motivos de ligação 
ao ADN:  ZincFinger e o Forkhead, este domínios são extremamente conservados entre os 
elementos da classe Foxp. C, As duas isoformas diferem a nível da constituição do domínio 
Forkhead. 
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oligonucleótido foward iniciador mas dois oligonucleótidos reversos diferentes: um 
para o final do GC16899 e outro para o CG32937 obtiveram-se dois produtos de 
amplificação cujo tamanho era o esperado em condições de splicing alternativo. Alt1 
com 800 pares de bases e Alt2 com 1000 pares de bases. Se não houvesse splicing 
alternativo este último fragmento deveria ter 1213 pares de bases, sendo que estas 
últimas 213 corresponderiam ao último exão do CG16899. A banda extra de 1400 
pares de bases que se encontra sempre em conjunto com a amplificação do cDNA da 
isoforma alternativa 1 é um produto de amplificação de contaminação do RNA por 
genómico. Também se depreende que as duas isoformas são expressas em todos os 
estádios de vida de D. melanogaster. Ambas as isoformas foram sequenciadas 
(sequenciações no anexo 15), confirmando as previsões da análise in silico. Na figura 
2B está o esquema da estrutura génica do Foxp de D. melanogaster determinada por 
nós. O splicing alternativo resulta em dois domínios Forkhead alternativos muito 
semelhantes que poderão ter surgido por duplicação em tandem.  
 
 
 
3.3 – Estudo de expressão do  Foxp em D. melanogaster inconclusivo. 
 Sabendo que as duas isoformas se expressam em todos os estádios de vida, o 
objectivo seguinte foi caracterizar onde se expressavam as duas isofomas. Para tal 
realizou-se uma hibridação in situ fluorescente em embriões com sondas específicas 
para cada uma das isoformas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. B.
Figura 6. Hibridização in situ fluorescente em embriões de Drosophila melanogaster no estádio  
com ribosondas para a região constante do Foxp. A. Sonda anti-sense (tratamento). O rectângulo 
branco evidência o sistema nervoso central. B. Sonda sense (controlo). O rectângulo branco 
evidência o sistema nervoso central. As setas evidenciam as glândulas salivares. Observa-se 
expressão inespecífica por todo o embrião. 
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Como podemos ver pela figura 5 não se encontrou qualquer diferença entre as 
sondas anti-sense (tratamento) e as sondas sense (controlo), pelo que a marcação 
observada a nível da ectoderme e do sistema nervoso central parece ser inespecífica. 
Em embriões mais novos a marcação pareceu também inespecífica mas desta vez 
nas glândulas salivares e na traqueia (dados não apresentados). A sonda sense é 
exactamente igual ao mARN do gene, ou seja não deveria hibridizar com aquele. Dado 
que os resultados com a sonda sense são semelhantes aos da anti-sense, os nossos 
resultados são inconclusivos.  
Com o objectivo de estudar a expressão de Foxp em D. melanogaster in vivo 
em larvas, pupas e adultos (é muito difícil fazer hibridações in situ nestes estádios) 
decidimos recorrer ao sistema UAS-GAL4 (41). GAL4 é um factor de transcrição de 
levedura que se liga especificamente ao promotor UAS activando a transcrição do 
gene que esteja ligado ao UAS. Uma das grandes vantagens deste sistema, é que 
podemos observar a expressão in vivo. Inserimos a sequência do promotor de Foxp de 
D. melanogaster num vector que contêm a 
GAL4 (pC3G4 disponível no Drosophila 
genomics resource center). O objectivo é então 
transformar moscas com este vector e cruzar 
esta linha transgénica com outra que uma linha 
UAS-GFP. Na progenia deste cruzamento 
vamos obter moscas que apresentam a 
expressão do fluoróforo, onde ocorre a 
expressão de Foxp. Onde o Foxp estiver a ser 
transcrito vai ocorrer transcrição da GAL4 que 
por sua vez se vai ligar ao UAS e activar a transcrição da GFP. Assim onde ocorrer 
expressão do fluoróforo há expressão do gene de interesse.  
O primeiro passo desta tarefa foi amplificar e clonar o promotor do Foxp de D. 
melanogaster. A figura 6 é o resultado desta amplificação, o fragmento apresenta o 
tamanho esperado, e o resultado confirmado por sequenciação (anexo 15). 
 Após a amplificação do promotor, seguiu-se a clonagem deste no pC3G4. 
Como foi referido nos métodos, a enzima de restrição utilizada para a restrição do 
promotor e do pC3G4 foi a mesma – NotI, pelo que a inserção do promotor neste 
vector poderia ocorrer em ambos os sentidos. Para seleccionar o clone com a inserção 
na orientação correcta fez-se uma digestão dos clones (Vector+inserto) com BglII. 
Escolheu-se esta enzima porque só reconhecia um local de restrição tanto no 
promotor como no pC3G4, o que tornou fácil a identificação dos clones correctos (o 
mapa de restrição do vector encontra-se no anexo 15). Conseguimos construir dois 
Figura 7. Produto de amplificação do 
promotor de Foxp de Drosophila 
melanogaster. 
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clones com a inserção do promotor na orientação correcta, contudo ainda temos que 
sequenciar o resultado (Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O objectivo futuro é criar uma linha transgénica que contenha esta construção, 
de modo a estudar a expressão do Foxp in vivo, este estudo é de extrema importância 
para perceber qual o padrão de expressão ancestral da classe Foxp.  
A linha transgénica promotorFoxp:GAL4 terá também uma grande importância 
no estudo funcional do FoxP de D. melanogaster, dado que poderemos cruzar esta 
linha com uma linha transgénica UAS:RNAi Foxp, já dísponível no laboratório. 
 
3.4 – Mutantes com delecção não mapeada e apenas em heterozigotia 
A construção de um mutante nulo para é fundamental para a análise funcional 
do Foxp.  Não existe nenhum mutante em nenhum dos centros públicos de linhas de 
Drosophila sp. Contudo, existe uma linha de D. melanogaster, que apresenta uma 
inserção de um elemento P no exão CG32937 (exão alternativo 2). Um elemento P, é 
um elemento transponível que se pode excisar e inserir-se aleatoriamente numa nova 
localição do genoma aquando da presença de uma transposase (enzima responsável 
pela excisão). Através da série de cruzamentos referida nos métodos, ponto 2.5, 
forneceu-se uma fonte de transposase activa para induzir o salto do elemento P na 
nossa linha de moscas. A formação de mutantes baseia-se no fenómeno de excisão 
imprecisa, ou seja, quando o elemento P “salta” pode levar com ele regiões 
cromossómicas adjacentes, criando deficiências na zona onde estava previamente 
inserido. O objectivo foi o de remover a parte constante do Foxp de Drosophila 
melanogaster criando linhas de saltos independentes do elemento P. 
B. A. 
Promotor GAL4
Sítios de 
restrição Bgl II
480pb
5’ 3’
10000pb
500pb
Clones V
Figura 8. A. Restrição dos clones 
pC3G4+promotorFoxp com Bgl II. No gel a 
terceira linha é a restrição do pC3G4 sem 
inserto com Bgl II. As setas indicam o 
fragmento de 480 pares de bases resultante da 
restrição. B. Esquema da inserção na 
orientação correcta: 480p+12500. A orientação 
incorrecta seria: 1340+ 11660. 
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Para verificar se a parte constante do Foxp de D. melanogaster tinha sido 
delectada realizou-se uma reacção de amplificação sobre indivíduos homozigóticos 
das linhas de saltos independentes, com oligonucleótidos específicos para zona 
constante do gene. Se a reacção de amplificação funcionar significa que excisão do 
elemento P não “levou” que não levou consigo a parte constante do Foxp. 
Conseguimos criar 89 linhas independentes de saltos de elemento P. Contudo, a 
reacção de amplificação em 85 linhas mostrou que a parte constante do Foxp 
continuava no genoma. 
Apesar de não termos conseguido criar um mutante nulo, criámos 4 linhas de 
saltos independentes em que só existem indivíduos heterozigóticos para a delecção, 
isto é, só apresentam a delecção sobre um cromossoma balanceado (cromossoma 
que não recombina). O objectivo futuro é determinar se a zona delectada é só o gene 
de interesse, Foxp, ou se o transposão ao saltar levou com ele genes adjacentes 
muito importantes como a alfa tubulina, por exemplo, que se encontra a jusante do 
Foxp. Para determinar a extensão da delecção vamos realizar teste de 
complementação. Assim poderemos determinar se são os genes que rodeiam o Foxp 
que foram delectados, ou se a razão da inviabilidade dos homozigoticos é apenas a 
falta do Foxp.  
 Esta linha com a inserção do elemento P é já um mutante para a segunda 
isoforma alternativa do Foxp, dado que este elemento interrompe o exão CG32937. 
Ainda não se realizou um estudo funcional aprofundado, a linha é viavél, o que poderá 
se dever a um certo nível de redundância entre as duas isoformas alternativas do 
Foxp. Contudo, é necessário uma análise funcional mais detalhada. 
 
 
 
3.5 – Comparação da estrutura génica do Foxp de invertebrados com os Foxps 
de vertebrados revela que o Foxp1 apresenta estrura génica semelhante a 
invertebrados e que o grupo Radiata 1 gene Foxp sem splicing alternativo. 
 Na figura 10 ,12  e 14 encontram-se esquematizadas as estruturas génicas do 
domínio Forkhead de vários grupos do grupo Animalia. A caixa laranja representa a 
primeira parte do domínio Forkhead e a amarela representa a segunda parte do 
domínio. As caixas verdes representam o resto dos exões da extremidade C da 
proteína. Os blasts com o Foxp de D. melanogaster nos grupos de fungos, plantas, 
bactérias e protozoários indicam que esta classe de proteínas só existe no grupo 
Animalia. 
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Figura9. A. Comparação da estrutura génica do domínio Forkhead dos genes Foxp em 
vertebrados. O espaço entre as caixas (exões) representa os intrões. A caixa a vermelho 
corresponde à primeira parte do domínio Forkhead, as caixas amarelas correspondem à 
segunda parte do domínio. As caixas verdes correspondem ao resto da extremidade C da 
proteína (não equivale a nenhum domínio conservado). O Foxp1 de vertebrados parece 
apresentar um novo exão que codifica para uma segunda parte do domínio Forkhead 
semelhante ao segundo exão alternativo (CG32937) de D. melanogaster. Danio rerio apresenta 
cinco genes Foxp, em que a cópia extra só apresenta um exão para a segunda parte do 
domínio Forkhead. Os números dentro das caixas representam o tamanho do exão em pares 
de bases. 
Homo sapiens
Foxp1
Foxp4
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Foxp2
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Nos vertebrados a extremidade C terminal destas proteínas é muito diversa 
sendo o Foxp3 o mais parecido com o de D. melanogaster contudo não apresenta o 
segundo exão alternativo apresentado apenas uma isoforma do domínio Forkhead. Os 
outros três genes são parecidos a nível do número de exões e do tamanho destes. 
Contudo, encontrámos um putativo novo exão (não descrito) no Foxp1 imediatamente 
a seguir aos dois exões que compõem o domínio Forkhead (figura 10). Ao traduzir a 
sequência que se situava após o último exão do domínio Forkhead do Foxp1 
obtivemos uma sequência proteica semelhante à segunda parte do domínio Forkhead 
da isoforma dois (equivalente ao CG32937). Podemos ver também na figura 11, que 
os sítios de reconhecimento de splicing (AG…GT) estão também conservados, pelo 
que este putativo exão. Deste modo põe-se a hipótese de termos descoberto uma 
nova isoforma de Foxp1 semelhante à isoforma 2 do Foxp de D.melanogaster . Caso 
se confirme o splicing alternativo no Foxp1, os nossos resultados sugerem que o 
Foxp1, além de ter mais uma isoforma, é o mais parecido com o Foxp de D. 
melanogaster em termos de estrutura génica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5’AGGGTGCCATTCGCACCAACCTCTCACTGCATAAGTGCTTTATCAGAGTAGAGGATGA
GTTTGGGTCCTTTTGGACAGTTGATGATGAAGAGTTTATACGTGGCCGCCATATTCAAC
GAGGCCGTCCTCGCAAATACTGCCCCGGTGAAAACTCTGACGAGCTTGGCGCACA GT 3’
Mus musculus Foxp1 Alt2> G A I R T N L S L H K C F I R V E D E F G S F W T V D D
Droso.Melanogaster Alt2> N A I R T N L S L H K C F V R Y E D D F G S F W M V D D
* * * * * * * * * * * *   *   * *   * * * * *   * * *    
A. Putativo exão alternativo 2 em Foxp1 de Mus musculus
B. Alinhamento do putativo exão alternativo 2 com o Alt 2 de Drosophila melanogaster
Foxp1 Alt1 Alt2Constant
FHK
FHK não 
descrito na base 
de dados
Figura 10. A. Esquema da estrutura génica e sequência do putativo exão extra com sítios 
de reconhecimento de splicing conservados nas extremidades da sequência. B. 
Alinhamento da sequência proteica do domínio Forkhead do putativo exão de Mus 
musculus, com  a segunda parte do Forkhead correpondente ao exão alternativo dois 
(CG32937) de D. melanogaster. 
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O estudo da estrutura génica de alguns organismos pertencentes aos grupos 
Hemicordata, Cefalocordata, Artrópoda, Anelídea e Molusca, sugere que estes 
apresentam uma estrutura génica semelhante à de D. melanogaster. A primeira parte 
do domínio Forkhead é sempre constante apresentando sempre 102 pares de bases, 
e a segunda varia entre duas isoformas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
159=Alt2138=Alt1C=102
Ciona savignyi
B. Hemichordata
159=Alt2201=Alt1
Branchiostoma floridae
C=102
C. Cephalochordata
FHK
FHKFHK
FHK
159=Alt2201=Alt1C=102
FHKFHK
Foxp Copy2
Foxp Copy1
240=Alt1 177=Alt2
447=Alt2534=Alt1
174=Alt2270=Alt1
D. Arthropoda
Tribolium Castaneum
Anopheles gambiae
Bombix mori
C=102
C=102
C=102
372=Alt2150=Alt1
Daphia pulex
C=102
FHK
FHK
FHK
FHK
FHK
FHK
FHK
FHK
162C=162
E. Nematoda
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Figura11. Comparação da estrutura génica do domínio Forkhead do Foxp em: B. Hemicordatha 
C. Cephalochordatha, que neste cado apresenta duas cópias do gene.D. Arthropoda. O espaço 
entre as caixas (exões) representa os intrões. A caixa a vermelho corresponde à primeira parte 
do domínio Forkhead, as caixas amarelas correspondem à segunda parte do domínio. Todos os 
genes apresentam um padrão de splicing alternativo semelhante ao de D.melanogaster. Os 
números dentro das caixas representam o tamanho do exão em pares de bases. 
 
Figura12. Comparação da Estrutura génica do domínio 
Forkhead do Foxp em: E. Nematoda H. Cnidaria.I. 
Placozoa, J. Porifera. O espaço entre as caixas 
(exões) representa os intrões. A caixa a vermelho 
corresponde à primeira parte do domínio Forkhead, as 
caixas amarelas correspondem à segunda parte do 
domínio. As caixas verdes correspondem ao resto da 
extremidade C da proteína (não equivale a nenhum 
domínio conservado) Todos os genes apresentam um 
único exão para a segunda parte do domínio forkhead. 
Os nematoda porém apresentam três exões extra após 
o domínio. Os números dentro das caixas representam 
o tamanho do exão em pares de bases. 
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 No que respeita ao grupo dos radiata (Porífera, Cnidaria e Placozoa) estes não 
apresentam splicing alternativo. Dado que os Radiata são um grupo basal, os nossos 
dados sugerem que o splicing alternativo surgiu após a separação deste grupo do 
resto dos animais. Contudo os nematodes não apresentam splicing alternativo, e a 
extremidade C apresenta mais três exões extra sendo a estrutura génica destes muito 
parecida com o Foxp2 e 4 dos vertebrados.  À excepção dos Vertebrados e 
Cefalocordados todos os outros grupos apresentam uma só cópia de Foxp. A procura 
de genes Foxp em Cefalocordados (Branchiostoma floridae) resultou na descoberta de 
dois genes Foxp o que indica uma duplicação neste grupo. Este resultado sugere que 
na linhagem dos cefalocordados também ocorreu um evento de duplicação. Deste 
resultado surge uma outra questão: Esta duplicação foi simultânea com o primeiro 
evento de duplicação em vertebrados, ou foi posterior à separação das duas 
linhagens? 
 
 
3.6 – O domínio Forkhead de Foxp1 de Mus musculus apresenta um exão extra e 
o mesmo padrão de splicing alternativo que o Foxp de D. melanogaster. 
 A análise in silico revelou que possivelmente existiria uma isoforma não 
descrita no Foxp1 de Vertebrados e adicionalmente, apresentaria um padrão de 
splicing alternativo semelhante ao Foxp de D. melanogaster. Para confirmar se haveria 
splicing alternativo no Fox1 ou se o putativo exão não descrito não passaria de um 
exão degenerado realizou-se uma reacção de transcrição reversa em ratinho (M. 
musculus) com uma combinação de oligonucleótidos iniciadores que desse para 
discernir entre as duas isoformas (semelhante a que se realizou em D. melanogaster). 
A existência de uma nova variante de splicing alternativo no FoxP1 de Mus musculus, 
semelhante à segunda isoforma alternativa dois do Foxp de D. melanogaster  foi 
comprovada pela RT-PCR (figura 13).  
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Figura 13. O domínio Forkhead de Foxp1 de Mus musculus apresenta as duas isoformas homologas 
ao Foxp de Drosophila melanogaster . Detecção de mARN e Foxp 1 de ratinho nos tecidos indicados. 
ZF: amplificação do domínio zincfinger. Alt1: amplificação da isoforma 1. Alt2: Amplificação da 
isoforma 2. A isoforma 1 é expressa em todos os tecidos analisados à excepção do baço. A isoforma 
2 é expressa nos testículos, cérebro, e fígado fetal. 
 As duas isoformas para o domínio Forkhead no Foxp1 existem e os nossos 
dados indicam que é expressa no cérebro, testículos e fígado fetal. O produto de 
amplificação foi sequenciado (anexo 15) e o nosso resultado confirmado.  
 
 
 
Este resultado fortalece a hipótese da forma ancestral do gene de Vertebrados  ser 
mais parecida com o Foxp1 do que com qualquer outro gene Foxp de Vertebrados.  
 O facto de termos encontrado uma nova isoforma do FoxP1 em Mus musculus 
abre caminho para uma análise funcional comparativa mais abrangente. Deste modo 
um objectivo futuro é realizar uma análise funcional das duas isoformas do domínio 
Forkhead em ratinho, e comparar com as funções das duas isoformas em D. 
melanogaster. 
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3.7 – O splicing alternativo surgiu antes da separação 
invertebrados/vertebrados. A isoforma 2 degenerou no Foxp2, 3 e 4 de 
vertebrados. 
 Com estes resultados surgiram novas questões: O splicing alternativo surgiu 
independentemente nas linhagens de vertebrados e invertebrados? Ou é condição 
ancestral e degenerou na classe génica de vertebrados (há excepção do Foxp1)?  
 Para responder a esta pergunta elaborou-se uma genealogia com os dois 
exões alternativos do Foxp de invertebrados e do Foxp1 de vertebrados, e com o 
segundo exão que compõe o domínio Forkhead do Foxp2, 3 e quatro de vertebrados 
(figura 14). Deste modo pudemos determinar com qual das duas isoformas alternativas 
da segunda parte domínio Forkhead se agrupa a segunda parte do Foxp2, 3 e 
4.
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Figura 14. – Árvore filogenética sem raiz obtida pelo método de máxima verosimilhança (-
ln= 744.71429) com uma matriz de distâncias calculada com o modelo GTR assumindo 
heterogeneidade na taxa de mutação entre nucleótidos com o parâmetro a = 0.2156 e I = 
0.1316 . O comprimento dos ramos é proporcional ao número de substituições por 
nucleótido (0.5). Os valores de bootstrap (valor antes da barra) correspondem a 100 
replicados. Os valores a seguir a barra representam a probabilidade à posteriori 
determinada com o método Bayesiano, com n=4 em 2x106 gerações. 
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 Existem dois grupos bastante distintos sendo um deles formado por todos os 
exões alternativos dois (CG32937), e outro com o exão alternativo mais o exão de 
Foxp2, 3 e 4 que corresponde à segunda parte do domínio Forkhead. Pela análise 
desta árvore depreende-se que foi o exão alternativo dois que degenerou. Sendo que 
o domínio Forkhead da isoforma um do Foxp1 homólogo ao domínio Forkhead 
presente no Foxp2,3 e 4.  
 Contudo, se o Foxp1 se revelar o mais próximo da forma ancestral do gene, 
não podemos descartar a hipótese de que no primeiro evento de duplicação, a 
duplicação do gene foi desigual. Ou seja, não podemos por de parte a possibilidade 
que uma das cópias não tenha levado à partida este último exão. 
 
 
3.8 – Esta classe de proteínas surgiu em vertebrados através de 3 eventos de 
duplicação, sendo o Foxp1 o mais semelhante com a condição ancestral tendo 
surgido a partir da primeira duplicação.  
 Para esta análise utilizámos a sequência do motivo Zinc finger juntamente com 
a sequência do domínio Forkhead. Do Forkhead utilizou-se a parte constante e a 
segunda parte homóloga em todos os genes, ou seja o exão alternativo um. Como 
podemos ver pela figura 15 existe uma elevada congruência entre as árvores obtidas 
por diferentes métodos. Apresentam ambas a mesma topologia e o mesmo tamanho 
relativo entre as diferentes linhagens. 
Em ambos os casos o Foxp de invertebrados encontra-se mais próximo do 
Foxp1 de vertebrados que de qualquer outro gene da classe Foxp. Deste modo, o 
gene ancestral terá uma estrutura do domínio Forkhead semelhante à do Foxp de 
invertebrados e à do Foxp1 de vertebrados.  
As relações entre os diferentes elementos desta classe sugerem que 
ocorreram três eventos de duplicação após a separação dos vertebrados e 
invertebrados. Uma primeira duplicação que originou o Foxp1 e o ancestral de todos 
os outros membros da classe, uma segunda que originou o Foxp2 e o ancestral de 
Foxp 3 e 4, e por fim uma terceira duplicação originou o Foxp3 e 4.  
 41 
 Anopheles gambiae Foxp
 Drosophila melanogaster Foxp
 Tribolium Castaneum Foxp
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Reconstruiu-se também um filogenia semelhante à da figura 15 mas com mais 
duas sequências, que correpondem aos dois genes Foxp presentes no anfioxo 
(Branchiostoma floridae) (Figura 16). Esta filogenia apresenta valores de bootstrap e 
probabilidades à posteriori menores mas confima o padrão de duplicação acima 
descrito. Os dois genes de anfioxo apresentam uma origem monofilética, o que indica 
que surgiram por duplicação génica após a separação do grupo Cefalocordata dos 
Vertebrados. A posição dos genes de anfioxo é basal a todos os outros genes o que 
indica que provavelmente está mais próximo do Foxp1. Tendo em conta a semelhança 
Figura 15. – Árvore filogenética obtida pelo método de máxima verosimilhança com uma 
matriz de distâncias calculada com o modelo SYM assumindo heterogeneidade na taxa de 
de mutação entre nucleótidos com o parâmetro a = 0.2584. O comprimento dos ramos é 
proporcional ao número de substituições por nucleótido (0.05). Os valores de bootstrap 
(valor antes da barra) correspondem a 100 replicados. Os valores a seguir a barra 
representam a probabilidade à posteriori determinada com o método Bayesiano, com n=4 
em 2x106 gerações. 
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as estrutura génicas deste dois genes com o as estruturas Foxp1/Foxp podemos 
afirmar que são mais próximos do Foxp1 que de qualquer um dos outros duplicados.  
O mesmo acontece para o quinto gene de Danio rerio. Este forma um grupo 
monofilético com o Foxp1 na filogenia da figura 16, indicando que esta duplicação 
ocorreu após a divergência dos teleósteos. Na filogenia sem as sequências de anfioxo 
estes dois genes não apresentam uma origem monofilética, contudo estão mutio 
próximo um do outro e agrupam-se com o Foxp1de vertebrados e Foxp de 
invertebrados. É de notar que apesar de formar um grupo monofilético com o Foxp1 
esta cópia extra não apresenta splicing alternativo, segundo os resultados in silico da 
previsão da estrutura génica.  
 
Tribolium castaneum Foxp
Anopheles gambie Foxp
Drosophila melanogaster
Mus musculus Foxp2
Mus musculus Foxp2
Danio rerio Foxp2
Mus musculus Foxp3
Homo sapiens Foxp3
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Branchiostoma floridae Foxp
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Mus musculus Foxp1
Homo sapiens Foxp1
Danio rerio Foxp1
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30/51
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Figura 16. – Árvore filogenética obtida pelo método de máxima verosimilhança com uma 
matriz de distâncias calculada com o modelo GTR assumindo heterogeneidade na taxa de 
de mutação entre nucleótidos com o parâmetro a = 0.758, e assumindo uma proporção de 
sitios invariáveis de I = 0.3647 . O comprimento dos ramos é proporcional ao número de 
substituições por nucleótido (0.1). Os valores de bootstrap (valor antes da barra) 
correspondem a 100 replicados. Os valores após a barra representam a probabilidade à 
posteriori determinada com o método Bayesiano, com n=4 em 2x106 gerações.  
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3.9 – Splicing alternativo surgiu nos bilateria sendo a isoforma 2 a mais recente. 
Mas será e onde é que o splicing alternativo surgiu? Os resultados da estrutura 
génica indicam que a condição ancestral do gene não apresentava splicing alternativo 
tendo este surgido após a separação do grupo radiata dos bilateria. Qual será então a 
isoforma ancestral? Será mais semelhante à isoforma 1 ou 2? Para responder a esta 
questão fizemos novamente uma genealogia em que se utilizou apenas as sequências 
dos exões alternativos. Contudo nesta análise apenas se utilizou as sequências de 
organismos que continham apenas uma cópia do gene em que o que variava era se 
haveria duas isoformas para o gene ou não. 
A genealogia resultou na divisão de dois grandes grupos: o grupo da segunda 
isoforma e o grupo da primeira isoforma com os Foxp que só apresentam uma 
isoforma. Este resultado sugere que a forma ancestral do gene não apresentava 
splicing alternativo e que a segunda isoforma do domínio Forkhead surgiu após a 
separação dos Bilateria e Radiata. 
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Figura 17 – Árvore filogenética sem raiz obtida pelo método de máxima verosimilhança, com uma 
matriz de distâncias calculada com o modelo TrNef assumindo heterogeneidade na taxa de de 
mutação entre nucleótidos com o parâmetro a = 0.3192. O comprimento dos ramos é proporcional ao 
número de substituições por nucleótido (0.05). Os valores de bootstrap (valor antes da barra) 
correspondem a 100 replicados. Os valores a seguir a barra representam a probabilidade à posteriori 
determinada com o método Bayesiano, com n=4 em 2x106 gerações. 
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4 - Discussão 
 
 
O Foxp de Drosophila melanogaster apresenta duas isoformas alternativas 
para o domínio Forkhead. Os resultados da comparação das estruturas génicas, e de 
expressão génica revelaram que o Foxp1 de vertebrados apresenta a mesma 
estrutura que o Foxp de D. melanogaster. Ou seja, ambos os genes apresentam o 
mesmo padrão de splicing alternativo. Foxp e Foxp1 apresentam um domínio 
Forkhead em que a primeira parte é sempre constante e uma segunda parte do 
domínio que é variável. Estes resultados sugerem que o Foxp1 de vertebrados está 
mais relacionado com o Foxp de invertebrados do que qualquer um dos outros Foxp, 
pelo menos ao nível da estrutura génica. 
A análise filogenética indica que a classe Foxp surgiu por três eventos de 
duplicação. Na figura 15 e 16 podemos ver que o Foxp1 de vertebrados está mais 
próximo do Foxp de insectos e cefalocordado, apresentando uma posição basal a 
todos os outros genes Foxp. Este resultado está de acordo com o resultado das 
comparações de estrutura génica, pelo que podemos afirmar que a forma ancestral do 
gene antes dos eventos de duplicação em vertebrados é provavelmente mais parecida 
com o Foxp1, do que com os outros 
duplicados. Como já foi referido, a 
topologia das árvores indica que 
esta classe surgiu por três eventos 
de duplicação. Um primeiro evento 
que originou o Foxp1 e o ancestral 
de todas as outras formas. Um 
segundo que originou o Foxp2 e o 
ancestral do Foxp3 e Foxp4, tendo estes dois últimos surgidos no terceiro evento de 
duplicação (figura 18). A análise filogenética desta classe revelou também que os 
domínios Forkhead dos genes Foxp2, Foxp3 e Foxp4 são semelhantes a isoforma um, 
pelo que se pode afirmar que nestes genes a isoforma dois degenerou. Neste caso há 
duas hipóteses: ou a segunda isoforma degenerou no ancestral que deu origem ao  
Foxp2, Foxp3 e Foxp4; ou o primeiro evento de duplicação desta classe foi 
incompleto, e um dos duplicados não tinha à partida o exão responsável pela isoforma 
dois. Resumindo, Foxp1 manteve as duas isoformas enquanto os outros 3 elementos 
da classe especializaram-se na isoforma um. Deste modo, os três eventos de 
duplicação são a hipótese mais parcimoniosa, dado que só é necessário invocar um 
evento de perda de splicing alternativo. Assim, após o primeiro evento de duplicação o 
Foxp1
Foxp2
Foxp3
Foxp4
D
D
D
Figura 18. Padrão de duplicação da classe Foxp 
em vertebrados. A perda de splicing alternativo 
ocorreu no segundo evento de duplicação. 
 45 
Foxp1 conservou o padrão de splicing alternativo presente no gene ancestral, 
enquanto o duplicado que deu origem aos outros três genes perdeu este padrão. O 
facto desta classe ter surgido nos vertebrados a partir de três eventos de duplicação 
não contraria a hipótese de terem ocorrido 2 eventos de duplicação do genoma no 
início da linhagem de vertebrados. Dois dos eventos de duplicação podem ter ocorrido 
simultaneamente com os dois eventos de poliploidização, um dos eventos pode ter 
sido só uma duplicação génica, ou de uma região cromossomal. De modo a 
determinar se as duplicações desta classe são concordantes com a hipótese 2R, e 
verificar qual o terceiro evento de duplicação extra, é necessário datar os eventos de 
duplicação desta classe, proceder também à comparação do padrão de duplicação 
dos genes adjacentes as diferentes cópias de Foxp nos diferentes organismos, e 
comparar os resultados obtidos com os dados da bibliografia.  
Como já foi referido Foxp1 manteve as duas isoformas enquanto os outros 3 
elementos da classe especializaram-se na isoforma um. Su et al demonstraram que o 
número de isoformas alternativas de um gene está inversamente correlacionado com o 
tamanho da família génica e que os genes de cópia única apresentam um nível de 
splicing alternativo muito maior (42). Estes propuseram que quando um gene com 
splicing alternativo é duplicado, cada um dos duplicados pode ficar com uma certa 
parte da diversidade funcional do gene que anterioromente se encontrava distribuída 
pelas duas isoformas alternativas. E que após este passo em que cada duplicado se 
especializa numa das isoformas, os duplicados poderiam evoluir outras formas de 
splicing alternativo. Deste modo, dois mecanismos que geram diversidade proteica e 
consequentemente funcional, o splicing alternativo e a duplicação génica podem não 
evoluir independentemente. Os autores sugerem que a subfuncionalização do splicing 
alternativo nos genes duplicados é um fenómeno bastante ubíquo e que acontece 
muito rapidamente após o evento de duplicação. Por outro lado, o splicing alternativo 
pode depois contribuir para a neofuncionalização através da aquisição de novas 
isoformas funcionais. 
 Os nossos dados não estão de acordo com a subfuncionalização pelas 
isofomas de splincing alternativo dado que o Foxp1, o primeiro gene a divergir 
apresenta as duas isoformas. Não se verificou qualquer tipo de subfuncionalização ao 
nível do padrão de splicing. Contudo, estão de acordo com a teoria de que o AS se 
perde após os eventos de duplicação dado que a isoforma alternativa dois se perdeu 
em todos os outros duplicados. Deste modo, é possível que a isoforma um do domínio 
forkhead apresente alguma redundância funcional.  A classe Foxp em vertebrados 
evolui posteriormente outras variantes de splincing alternativo. Nenhuma das 
isoformas que evoluiram após o primeiro evento de duplicação apresenta diferenças a 
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nível do domínio forkhead estudado. O nossos dados apoiam a teoria que a 
duplicação génica e o alternative splicing não evoluem independentemente. 
Com o estudo da estrutura génica em Cephalocordados determinámos que 
este apresentava dois genes Foxp, e que ambos apresentavam uma padrão de 
splicing alternativo semelhante ao Foxp de invertebrados e Foxp1 de Mus musculus, o 
que mais uma vez corrobora que a forma ancestral seria esta. A análise filogenética 
indica que a duplicação no grupo Cefalocordata foi independente, ou seja, posterior, 
aos eventos de duplicação que ocorreram em vertebrados. Estes dois genes Foxp de 
anfioxo apresentam uma origem monofilética, sendo mais próximos um do outro do 
que com qualquer gene Foxp de vertebrados. Como os dois duplicados em anfioxo 
apresentam a mesma estrutura génica, com o mesmo padrão de splicing alternativo, 
este resultado sugere que esta duplicação seja ainda recente. 
Outro resultado interessante é o facto do Danio rerio, um teleósteo, apresentar 
cinco genes Foxp, sendo que o quinto gene extra, está mais próximo do Foxp1 do que 
com qualquer outro Foxp e tudo indica que se tratar um grupo monofilético. Este 
resultado sugere que a duplicação deste gene é independente de todos os outros 
eventos de duplicação e suporta a hipótese de ter ocorrido um terceiro evento de 
duplicação na linhagem dos teleósteos. Este gene extra de Danio rerio, não apresenta 
duas isoformas alternativas, segundo o estudo in silico. Estes dados mais uma vez 
corroboram a teoria de que após a duplicação génica o nível de splicing alternativo 
diminui. 
Mas e o que se passou com o Foxp antes desta duplicação? Onde surgiu o 
Foxp? E o splicing alternativo? A forma ancestral do gene não apresentava splicing 
alternativo dado as estruras génicas dos organismos pertencentes ao filos porifera, 
cnidaria e placozoa  só apresentavam uma isoforma. Estes filos constituem o grupo 
radiata (juntamente com os ctenofora). Deste modo, pensamos que o splicing 
alternativo surgiu no ancestral dos bilateria após a separação dos radiata.  
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O estudo filogenético indica que a forma ancestral do Foxp é semelhante à isoforma 
um.  O aparecimento do splicing alternativo, ou seja das duas isoformas, deves ter 
ocorrido por por duplicação em tandem do ultimo exão do Foxp, ou seja por duplicação 
do exão que corresponde à última parte do domínio Forkhead. Após este evento de 
duplicação exónica, a segunda isoforma ficou livre de constragimentos e evolui ou 
Figura 19.  Filogenia do reino animal com os vários acontecimentos de duplicação e 
aparecimento de splicing alternativo. As linhagens a verde representam a condição 
ancestral, um só gene sem splicing alternativo. As linhagens a laranja apresentam um gene 
com splicing alternativo (AS). A linhagem a azul claro, a dos cefalocordados apresenta dois 
genes, ambos com AS, e por fim a azul escuro a linhagem de cordado em que existem 
quatro genes em que apenas um (Foxp1) tem AS. Os filos cuja estrutura génica foi 
estudada estão nas cores respectivas às linhagens a que pertencem. 
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novas funções ou funções ligeiramente redundantes, dado que a isoforma um 
continuaria a exercer a função original do gene. Deste modo, consideramos que a  
isoforma dois apresenta menos constragimentos funcionais. Este facto é corroborado 
pelas análises filogenéticas e dados de estrutura génica. A isoforma dois, após o 
evento de duplicação nos vertebrados degenerou em trés dos duplicados. Em Danio 
rerio o quinto gene Foxp que derivou do Foxp1 não apresenta também a isoforma 
dois. Os nematoda reverteram à condição ancestral através da perda, novamente, da 
isoforma dois. Estes dados indicam que a isoforma um apresenta um constragimento 
muito maior. Assim, achamos necessário estudar a função das duas isoformas em 
separado de modo a discernir as funções de cada uma. 
 
Em relação ao estudo da expressão do Foxp de D. melanogaster apenas 
podemos referir que este é expresso em todos os estádio de vida do organismo. Não 
conseguimos detectar onde as duas isoformas eram expressas. Contudo, 
conseguimos clonar o promotor do Foxp de D. melanogaster e colocá-lo num vector 
GAL4.  Assim, como perspectiva futura temos em mente a criação de um transgénico 
Promotor:GAL4, para posteriormente o cruzar com linhas UAS-GFP disponíveis no 
laboratório. Outro estudo em mente é um estudo funcional através de RNAi, em que 
podemos cruzar a linha promotor:GAL4 com uma linha UAS:RNAi específica para o 
nosso gene. Esta análise funcional é de extrema importância dado que ainda não 
conseguimos gerar um mutante nulo para o Foxp.  
 A linha do elemento P apresenta a inserção no CG32937, sendo que este é a 
segunda parte do domínio forkhead da segunda isoforma, o que significa que esta 
linha em si já é um mutante nulo para a segunda isoforma do gene. Os homozigóticos 
desta linha são viáveis. A única inferência que nós podemos retirar daqui é que talvez 
as duas isoformas sejam redundantes em que uma compensa a falta da outra, 
contudo isto necessita de confirmação através de estudos funcionais mais detalhados, 
não só de um mutante nulo, mas também de um mutante para a primeira isoforma. 
Para tal, temos em mente a construção uma linha de moscas transgénicas RNAi 
específica para o exão responsável pelo domínio Forkhead da isoforma um de D. 
Melanogaster, que poderemos cruzar com novamente com a linha 
promotorFoxp:GAL4.  
 
No que respeita ao destino funcional e modelo de preservação de cada 
duplicado Foxp em vertebrados só podemos hipotetizar. Como já foi referido não 
conseguimos concluir os estudos de expressão génica, nem o funcional, pelo que a 
função ancestral do gene não pôde ser determinada. O nosso objectivo era o de traçar 
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um espaço fenotípico comum em que as funções/perfis de expressão que fossem 
comuns entre Foxp de D. melanogaster e do Foxp1 de vertebrados poderiam 
eventualmente corresponder às  funções/perfis de expressão ancestrais. Mas, mesmo 
sem saber qual a função ancestral, com o padrão de duplicação desta classe e com os 
perfis de expressão de cada um dos genes podemos por algumas hipóteses. A 
comparação dos padrões de expressão destes quatro genes demonstra que o Foxp1, 
Foxp2 e Foxp4 apresentam domínios de expressão em comum, especialmente ao 
nível do cérebro, coração, intestinos e pulmões, contudo também apresentam 
localizações únicas dentro de cada um destes orgãos(25,27,30,31,32). A nossa hipótese é 
que possivelmente estas três cópias subfuncionalizaram adquirindo padrões de 
expressão complementares em cada um dos tecidos acima referidos. Contudo, não 
podemos afirmar que não ocorreu neofuncionalização e/ou convergência funcional de 
alguns dos duplicados nestes órgãos. A convergência poderá ser explicada pelo facto 
de que tanto o Foxp1, Foxp2 e Foxp4 actuam através de interacções homotípicas e 
heterotípicas graças ao motivo fecho de leucinas e Zinc finger, o que poderá ter 
favorecido o aparecimento de novas funções, em que o perfil de expressão do gene é 
co-optado.  
Em relação ao Foxp2 podemos sugerir que apresenta algum grau de 
neofuncionalização dado que apresenta um papel extremamente importante na 
comunicação intraespecífica em aves, mamíferos e humanos. Foxp1 também 
neofuncionalizou, dado que é um factor de transcrição dos genes RAG, que só 
existem em vertebrados superiores. Foxp4 é o único gene que aparenta não ter uma 
função exclusiva, ou um perfil muito diferente de todos os outros Foxp, pelo que pode 
ter subfuncionalizado apenas. 
 Em relação ao Foxp3, a nossa hipótese é que este neofuncionalizou adquirindo 
uma função e um perfil de expressão que mais nenhum duplicado apresenta, actuando 
a nível das células T reguladoras. Este gene é o mais divergente a nível da função e 
estrutura, tendo perdido os últimos três exões da extremidade c da proteína. A 
especialização deste gene indica que a degeneração deste duplicado foi maior que em 
todos os outros. A especialização deste gene, se pode dever também ao facto de este 
ter surgido no último evento de duplicação. Quando um gene é duplicado e ocorre 
subfuncionalização dos duplicados resultantes, cada um deles vai  apresentar menos 
subfunções que o gene ancestral, e quanto mais eventos de duplicação ocorrem 
menor a probabilidade de sub-funcionalização, porque haverá sempre menos funções. 
Este facto pode explicar o baixo nível de pleiotropia do Foxp3 em relação aos outros 
Foxps. E consequentemente, como apresenta menos pleiotropia, também apresenta 
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menos contragimentos funcionais podendo evoluir novas funções mais facilmente que 
os outros duplicados.  
Apesar de podermos por algumas hipóteses relativamente ao destino funcional 
dos duplicados a partir do padrão de duplicação e dos perfis de expressão dos 
duplicados, é necessário uma análise funcional do Foxp de D. melanogaster e do 
Foxp1 de Mus musculus para determinar qual a função ancestral. Em Mus musculus 
vamos caracterizar os perfis de expressão da nova isoforma para o Foxp1 de modo a 
compara-la futuramente com o perfil de expressão do Foxp de D. Melanogaster. 
As ferramentas para a análise funcional de D.  Melanogaster estão prontas e 
algumas das análises já estão a decorrer.  Seria interessante também, realizar estudos 
de expressão génica do Foxp de Branchiostoma floridae (Cefalocordado) e Ciona 
intestinalis (Urocordado) . Em urocordados porque só apresenta um gene e é o grupo 
basal aos cefalocoradados que apresenta dois, e estudar em cephalocordados porque 
é um grupo basal em relação ao cordados e antecede os quatro eventos de duplicação 
na desta linhagem. Deste modo, poderiamos realmente distinguir o que é ancestral ou 
não aos três eventos de duplicação. Além dos estudos de expressão, é importante 
realizar um análise comparativa in silico de toda a estrutura génica dos duplicados, 
não só do domínio Forkhead, mas também das regiões reguladoras, dado que a 
diferenças dos perfis de expressão dos diferentes genes podem ser explicados por 
mutações nesta área.   
Em conclusão, esta classe génica apresenta um papel essencial no que 
respeita ao desenvolvimento embrionário, à fisiologia e à imunidade inata e adaptativa 
dos vertebrados. O estudo da função do gene em invertebrados pode revelar aspectos 
muito importantes da evolução dos vários sistemas complexos de vertebrados, 
nomeadamente sistema nervoso e imune pelo que achamos de extrema importância 
prosseguir com a caracterização funcional deste gene, e da história evolutiva desta 
classe de proteínas.   
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Anexos 
 
 
1- Constituição das soluções, tampões e meios utilizados. 
Água DEPC - água destilada coml 0,1 % de dietilpirocarbonatg p o. 
LB -  Líquido: Triptona 10mg/ml, extracto de levedura 5mg/ml, NaCl 10mg/ml. Sólido:  + 15 
mg/ml de agar. 
PBS – 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4. 
PBS  DEPC – igual ao PBS mas os reagentes são dissolvidos em água DEPC. 
PBT - PBT: PBS, 0.1% Tween-20 
PBT  DEPC – igual ao PBT mas os reagentes são dissolvidos em água DEPC. 
PBTB - phosphate-buffered saline (PBS) and 0.1% Triton X with 1% bovine serum 
albumin (BSA)) 
SSC20x - 3.0 M NaCl, 0.3 M Na3C6H5O7. 
TAE 1x -  40mM Tris-acetato, 1mM de EDTA. 
Tampão de hibridação em PBT - 50% formamida, 5x SSC, 100 ug/ml heparina 0.1% 
Tween 20, 100 ug/ml de DNA de esperma de salmão, 0.1% Tween 20. 
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2 – Protocolo de extracção de AND com o Kit  Nucleospin®Tissue 
(Macherey-Nagel). 
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3 – Protocolo de extracção de ARN com o RNAwiz Isolation Reagent 
(Ambion).  
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4 – Protocolo da reacção de transcrição reversa com o RevertAidTM H 
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). 
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5 –Protocolo da reacção de amplificação em cadeia com TaqPolimerase 
(250U/ul) da Fermentas. 
Reaction Mixture Set Up 
1. Gently vortex and briefly centrifuge all solutions after thawing.  
2. Add, in a thin-walled PCR tube, on ice:  
Reagent 
Final  
concentration 
Quantity, for 50 µl 
of reaction mixture 
Sterile deionized water - variable 
10X Taq buffer 1X 5 µl 
2 mM dNTP mix 0.2 mM of each 5 µl  
Primer I 0.1-1 µM variable 
Primer II 0.1-1 µM variable 
Taq DNA Polymerase 1.25 u / 50 µl variable 
25 mM MgCl2 1mM 5µl 
Template DNA 10pg-1 µg variable 
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6 – Protocolo de purificação de produtos de PCR com o  kit 
NucleoSpin®Extract II (Macherey-Nagel). 
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7 -  Protocolo de ligação com o pGEM- T Easy (Promega). 
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8 – Protocolo de extracção de ADN plasmídico com o High Pure Plasmid 
Isolation Kit; 250 purifications (Roche). 
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9 – Protocolo de sequenciação do Instituto Gulbenkian de Ciência.  
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10 – Protocolo de construção e purificação de sondas com o DIG RNA 
labeling Kit (SP6/T7) da Roche. 
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11 – Protocolo para preparação das soluções do TSA kit#22 (Stratagene).  
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12 – Protocolo da reacçao de amplificação em cadeia com a Expand High 
FidelityPLUS PCR System  (Roche). 
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13 – Protocolo de restrição com NotI (Fermentas). 
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14 - Mapa do vector pC3G4. 
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15 – Protocolo de restrição com BglII (Fermentas). 
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16 – Resultados das sequenciações. 
Resultados da sequenciação da isofoma 1 de Drosophila melanogaster extremidade 3’ 
 
TGCATGCATCCACGCGTTGGGAGCTCTCCCTATGGTCGACCTGCAGGCGGCC 
GCGAATTCACTAGTGATTCTATTTGAGACCCACATACCCAATGTTCATGGCT 
ACAAAATAGTTAGTGTCCGGCGAATTGGTAGCACCGGTTAGATTGTTACCAA 
TGCCAGCAGTGCGCTGCGGTCGTCTTTTGTAAAACTCAATCTCATCGACAGT 
CCAAACTGCTCCTTTCACATTCTCAACCCGCATAAAGCACTTATGAAGGGAC 
AGATTGTGCCGGACTGCGTTCTTCCACGTAGCTGCGTTGCGCCGGAAGTAGC 
AAAATGTGTTTTGGAACCAGTTGTAGATTTCGTTTAGGGTTAACTGCTTGTC 
AGGGGAGTCAATTATAGCCTGTCTTATGAGGGAAGCATAAGTAAAAGGCGGT 
CGTACATCAGCATTCTTATAAAACTCTCTGTTTCGATGGATTTCCTGTTGCA 
CATCAAGACCTGCTCTTTCAAGCATATAGGGTAATCCCCCATTTATGGAAAG 
TGTATTTTTGTCGTGGTTTCTCTTTTTGATCGAGCACAAGTTGGTGGAATTA 
ACCATTGGAAGATTCAGAGGACTCGGTGAATTTGTTTGTCGGATGGGTCGGC 
CTATGCTATTTACGGTAAGCGGACTCCGGCAAAACTTTCCCTCTCTTCCGGG 
CACGTCCTTCCTGTCGATTTTGGTGGGAGACAAAAGCTGCTTGGACAAATAC 
AAGTGATGCATCATTGCCTGCAAGCGATCTCGTTCTTTTTGCAGGTGGGATT 
CCAGCTGGGAGACAACTTGCATTTGAACCCGTGCCTGTGCTGTTGATCGATC 
GTCCAAACCATG 
 
Resultados da sequenciação da isofoma 1 de Drosophila melanogaster extremidade 5’ 
 
 
TCTGAATACGGAACATGGTTTGGACGATCGATCAACAGCACAGGCACGGGT 
TCAAATGCAAGTTGTCTCCCAGCTGGAATCCCACCTGCAAAAAGAACGAGA 
TCGCTTGCAGGCAATGATGCATCACTTGTATTTGTCCAAGCAGCTTTTGTC 
TCCCACCAAAATCGACAGGAAGGACGTGCCCGGAAGAGAGGGAAAGTTTTG 
CCGGAGTCCGCTTACCGTAAATAGCATAGGCCGACCCATCCGACAAACAAA 
TTCACCGAGTCCTCTGAATCTTCCAATGGTTAATTCCACCAACTTGTGCTC 
GATCAAAAAGAGAAACCACGACAAAAATACACTTTCCATAAATGGGGGATT 
ACCCTATATGCTTGAAAGAGCAGGTCTTGATGTGCAACAGGAAATCCATCG 
AAACAGAGAGTTTTATAAGAATGCTGATGTACGACCGCCTTTTACTTATGC 
TTCCCTCATAAGACAGGCTATAATTGACTCCCCTGACAAGCAGTTAACCCT 
AAACGAAATCTACAACTGGTTCCAAAACACATTTTGCTACTTCCGGCGCAA 
CGCAGCTACGTGGAAGAACGCAGTCCGGCACAATCTGTCCCTTCATAAGTG 
CTTTATG  
 
Resultados da sequenciação da isofoma 2 de Drosophila melanogaster extremidade 3’ 
 
TCGCCATGCATCCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGC 
GGCCGCGAATTCACTAGTGATTTTATACGATTGTGCTCATTGGCACTACTC 
TCGTACATATTCAAAGAAATATTCACCGATCGCCACTTTTTTGTTACTTTT 
AAGCCCCCTGGAAAAAAAAAAGACAAGGGGAACGACCCACCCTCCACCACC 
CTCACCCAGCGAGGAAGG 
 
Resultados da sequenciação da isofoma 2 de Drosophila melanogaster extremidade 5’ 
  
 
 
TCTGAATACGGAACATGGTTTGGACGATCGATCAACAGCACAGGCTCTGAA 
TACGGAACATGGTTTGGACGATCGATCAACAGCACAGGCACGGGTTCAAAT 
GCAAGTTGTCTCCCAGCTGGAATCCCACCTACAAAAAGAACGAGATCGCTT 
GCAGGCAATGATGCATCACTTGTATTTGTCCAAGCAGCTTTTGTCTCCCAC 
CAAAATCGACAGGAAGGACGTGCCCGGAAGAGAGGGAAAGTTTTGCCGGAG 
TCCGCTTACCGTAAATAGCATAGGCCGACCCATCCGACAAACAAATTCACC 
GAGTCCTCTGAATCTTCCAATGGTTAATTCCACCAACTTGTGCTCGATCAA 
AAAGAGAAACCACGACAAAAATACATTTTCCATAAATGGGGGATTACCCTA 
TATGCTTGAAAGAGCAGGTCTTGATGTGCAACAGGAAATCCATCGAAACAG 
AGAGTTTTATAAGAATGCTGATGTACGACCGCCTTTTACTTATGCTTCCCT 
CATAAGACAGGCTATAATTGACTCCCCTGACAAGCAGCTAACCCTAAACGA 
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AATCTACAACTGGTTCCAAAACACATTTTGCTACTTCCGGCGCAACGCAGC 
TACGTGGAAGAATGCGATTCGTACGAACCTTTCCTTACACAAGTGCTTTGT 
ACGTTATGAAGATGACTTTGGCTCGTTTTGGATGGTCGACGATAATGAGCT 
TGTCAAAAGGCGGCACTTGTCGAGAGGGAGACCCCGGAAATATGAACCGTC 
C 
 
 
 
Resultados da sequenciação da extremidade 3’ do promotor Foxp 
 
CGTCCGTCCGTTTTTATATCCGTTTGTCCGTCCGTTTGTATGTCCT 
TCCGTTTGTATGTCCGTTTGTCCGTCCGTTTGTCCGTCCGTTTGTC 
CGTCCGTTTGTATGTCCTTCCGTTTGTCCGACCGTTCCGTCTGTAT 
GTTTCTTATGTTATGTATGTTGTATATGTTTCTTTTTAGCAAAATA 
AGATGTGTCTGGTTTCCTTGCCACCTATGCAATCCCCTTGTGAGAT 
CTTAAACTTGTTATACGCCTAAATATGATAAATGCTTTCTATGAAT 
AACCTTTATATTTACAGATTAACTGCACCGGATGACGTGGCATTTT 
ATTTGTAACATATTTAAAATTAAATCAAACATTTAAAGAATGTTTA 
ATTTAATTTACACTGAATTCATTTAGCACTGGGCCTTTAGTAGGGG 
TTAAATCTTATATGCGCCAAGTTGTTAAATATTCATAACTTTTGGG 
GAAAGTATCATCTCAATGATAGTGCGGGAAAATTAAGCTGAAATTA 
AATAGGGCGTAATAAATAGAAATCCTTAAACTATCACTCTGATTCG 
GAGTTTTACAGGAAAGGCGGCATATGAGTAAAGATAGTTTTATTGA 
AATGACTCCTAATGACAGACGAAAAAGAGATTATTTCTGTGTATTT 
GCATATGCCCAT CTCTTGGGTAAAGGATCAATGGTAATGATTATA 
AATT 
 
 
 
Resultados da sequenciação da extremidade 5’ do promotor Foxp 
 
TGGGAAATATTCGTCTTTAGATGGAATTTAACTTTTGTGTTAATAA 
GAATAAAACTTTCTCATATAAGGAAATTGGTAAATCATATATTTAT 
TGG AAATTACCCCTCCGTAAAAAACCCTACTTATCACTTTCTTAT 
TGCTTTAAATATTAATATTAATTGGGCAAATTAATGTTGACTTTTA 
AAAGTTTTTAATTTTTGAAATCGTTACGTGTAATGGAGCCTTAGGA 
TGCATTTTGAAACGCATGCGCAAAAATGTGTACACATATTTCTAGC  
AAATTCAGTAGTCGTAGACGTACCTTTTCAGGAGTAGCAGCGAAAA 
ATATTCTTAAGATAGTTTTTAAGTTTAAATTAATTTTACATATATG 
TGAAAAGTTGTATTAAAAAATTCGCCCGTTATTAAATATAATATTG 
TTCTTTGGAAACCTCTGTGAATGTTATTTAATTGTAAATGTACATG 
CAAAATTGCATCCTCTTTTGTCTGCAAAATTGTATGTGCATGTATG 
TATTCACAAAATTTAAGTCTAGTCTGTTAAGTTAATTAAGATATTG 
TTGAGTAGTCTAGGCAGACAACTTTATCTTAAAAGTCCCAGTTTAA 
ACAGTTCTTATACACAAATTGTATGATATGTATACATATGAAATAT 
GAATATTTTATTTACCCATATATACCCCTTGGAATAATCAATGCCC 
CCAACGAATACAGACAATGCAAATCTACACAATACCAAAAATATAT 
TTATATTTATTCGCCTTTACACAA 
 
 
 
 
Resultados da sequenciação do exão alternativo 2 de Mus musculus extremidade 5’ 
 
TCTCCAGAGAAGCAGCTCCACCCAACGAAATCTACAACCGGTCCAACGAAT 
GTCTGCCCACCCCCGACGCAACGCAGCCACGCGGATTACGCCACCCGCACC 
AACCTCCCACCGCACAAGCGCCCCACCAGAGCAGAGGACGAGTTTGGGTCC 
TTTTGGACAGTCGACGACA 
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